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Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Hedgehog-Signalweg in Glioblastomae multiforme 
(Gliom WHO Grad IV; GBM). Das Glioblastom ist der aggressivste maligne Hirntumor des 
Erwachsenenalters. Trotz adäquater Therapie beträgt die mittlere Überlebenszeit 14,6 
Monate. In verschiedenen Arbeiten konnte eine aberrante Aktivität des Hedgehog (Hh)-
Signalweges in Gliomen mit erhöhtem Vorkommen von Gli1 festgestellt werden. Unter nicht 
pathologischen Bedingungen spielt der Hh-Signalweg eine wichtige Rolle bei der 
embryonalen Entwicklung und Differenzierung des zentralen Nervensystems. Durch Bindung 
des extrazellulären Hh-Liganden an den Patched-Rezeptor wird der Signalweg aktiviert. Am 
Ende des Signalweges steht die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der “Glioma-
associated oncogene homolog" (Gli) Familie, Gli1, Gli2 und Gli3. Es spielen vor allem Gli1 
und Gli3 eine Rolle, wobei Gli1 als Aktivator der Transkription agiert und Gli3 diese hemmt.  
In dieser Arbeit wird anhand transienter Transfektion von Reportergenen untersucht, 
inwieweit durch Gli vermittelte Transkription in Grad IV Gliomen stattfindet. Auf Basis dieser 
Daten werden weitere Studien durchgeführt, die sich mit der Wirkung von Cyclopamin, einem 
Inhibitor des Hh-Signalweges, beschäftigen. Da Cyclopamin ein potentielles Tumorstatikum 
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1.1 Glioblastoma multiforme 
Glioblastome zählen mit einer medianen Überlebenszeit von 14,6 Monaten zu den 
aggressivsten Hirntumoren des Menschen (Stupp et al. 2005). Sie machen 22,6 % der 
hirneigenen Tumore aus. Das mittlere Alter der Erstdiagnose liegt bei 62 Jahren und die 
5-Jahres-Überlebensrate beträgt 3 % (Davis et al. 1999; Diener & Putzki N. 2008). Wie in 
Abbildung 1 dargestellt, werden die Hirntumore laut WHO nach ihrem Ursprungsgewebe 
eingeteilt. Demnach ist das Glioblastoma multiforme (GBM) ein zu den neuroepithelialen 
Tumoren zählendes Astrozytom Grad IV (Louis et al. 2007). 
 
Abbildung 1: Einteilung der Tumore des ZNS laut WHO-Klassifikation (nach Louis et al. 2007) 
Das Glioblastoma multiforme ist ein zu den neuroepithelialen Tumoren zählendes Astrozytom Grad IV. 
Histologisch zeichnet sich das Glioblastom durch pathologische Angioproliferation sowie 
Tumorzellnekrosen aus. Zellatypien, eine hohe Mitoseaktivität und vor allem eine diffuse 
Infiltration des umliegenden Hirngewebes sind ebenfalls kennzeichnend für diesen Tumor 
(Louis et al. 2007). Die Fatalität der Hirntumore generell besteht in der Volumenzunahme 
des Hirngewebes. Durch die knöcherne Schädelkalotte steht aber nur ein begrenzter Raum 
zur Verfügung. So können schon geringste Volumenzunahmen zu neurologischen Ausfällen 
führen. Durch den erhöhten intrakraniellen Druck verringert sich außerdem die Durchblutung 




Bedingt durch die massive Infiltration der Tumorzellen beim Glioblastom ist eine vollständige 
neurochirurgische Entfernung des Tumors nicht möglich. Deshalb schließt sich an eine 
operative Tumormassenreduktion, die vor allem zum Ziel hat, neurologische Ausfälle zu 
reduzieren, eine Radiotherapie mit adjuvanter Chemotherapie an (Diener & Putzki N. 2008). 
Diese Therapieoptionen können die 2-Jahres-Überlebensrate von 10 % auf 26 % erhöhen 
(Stupp et al. 2005). 
Ein Glioblastom kann sich de novo oder aus niedrig malignen Astrozytomen (WHO Grad II 
und III) entwickeln. Entsteht es direkt aus den Gliazellen, spricht man von einem primären 
oder de-novo-Glioblastom. Von einem sekundären Glioblastom spricht man, wenn dieses als 
Rezidiv eines Astrozytoms auftritt. Entsteht aus einzelnen Glioblastomzellen, die bei der 
Resektion nicht entfernt werden konnten, ein neues Glioblastom, ist dies ein Glioblastom-
Rezidiv.  
Vom sekundären Glioblastom sind 5 % der Patienten betroffen. Es tritt vor allem bei Frauen 
und jüngeren Patienten auf, wohingegen das primäre Glioblastom bei Männern und älteren 
Patienten häufiger diagnostiziert wird (Ohgaki & Kleihues 2005). Bei nahezu allen Patienten, 
die eine operative Therapie erhielten, entwickelt sich ein Glioblastom Rezidiv. Diese erneute 
Tumorentstehung ist letztendlich verantwortlich für eine 100-prozentige Mortalitätsrate. 
Die Ursachen für die Entstehung eines Glioblastoms aus Glia- bzw. Astrozytomzellen sind 
noch nicht hinreichend geklärt. Das Methylierungsmuster der DNA und Modifikation der 
Histone scheinen eine Rolle bei der Entstehung von Glioblastomen zu spielen (Nagarajan & 
Costello 2009). Ferner konnten gehäuft Mutationen von Tumorsupressorgenen oder Genen, 
die den Zellzyklus und die Apoptose regulieren, festgestellt werden. So finden sich in 
Glioblastomen verstärkt Amplifikationen von Genabschnitten, wie z.B. der Region auf 
Chromosom 7, die für den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (engl. „epidermal 
growth factor receptor“, EGFR) kodiert. Zusätzlich kommen Deletionen vor, wobei die 
häufigste mit 46,4 % die Deletion im Gen von „cyclin-dependent kinase inhibitor 2A“ 
(CDKN2A) bzw. „cyclin-dependent kinase inhibitor 2B“ (CDKN2B) ist (Rao et al. 2010). 
Ebenso können Punkmutationen an der Entstehung eines Glioblastoms beteiligt sein. Die 
häufigste genetische Alteration ist der Verlust eines Abschnittes auf Chromosom 10, „loss of 
heterozygosity“ (LOH 10q) mit 47 %. Häufig genetisch verändert sind ebenfalls 
„phosphatase/tensin homolog on chromosome 10“ (PTEN) (25 %), „tumor suppressor p53“ 
Tp53 (28 %) und „phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic alpha peptide“ (PIK3CA) (15 %) 





Abbildung 2: Genetische Alterationen und deren Häufigkeit in GBM (nach Daten von Rao et al. 2010) 
Die häufigste genetische Veränderung in Glioblastomen ist die Deletion im Gen von CDKN2B/CDKN2A. Die häufigste 
Amplifikation findet sich im Genabschnitt des EGFR. PIK3C2B – „phosphatidylinositol 3-kinase, class 2, beta chain“; MDM4, 
MDM2 – „murine double minute 4“ bzw. 2; PDGFRA – „platelet-derived growth factor receptor α type“; EGFR – „epidermal 
growth factor receptor“; Gli1 – “Glioma-associated oncogene homolog 1”; CDK4 – „cyclin-dependent kinase 4“; CDKN2A, 
CDKN2B – „cyclin-dependent kinase inhibitor 2A“ bzw. 2B; PTEN – „phosphatase/tensin homolog on chromosome 10“; SPRY2 
– „sprouty homolog 2“; Rb 1 – „retinoblastoma-gene product 1“ 
Im Folgenden sollen die wichtigsten Genprodukte und ihre Funktion bzw. Fehlfunktion näher 
erläutert werden.  
Häufig von Mutationen betroffen sind Rezeptoren für Wachstumsfaktoren, wie der EGFR 
oder die alpha-Kette des „platelet-derived growth factor receptors“ (PDGFRA). Durch deren 
Überexpression in der Tumorzelle können vermehrt Wachstumsfaktoren gebunden werden, 
was über die jeweiligen Signalwege zu einer erhöhten Proliferationsrate der Tumorzellen 
führt (Huang et al. 2009). 
Eine weitere wichtige Rolle bei der Entstehung von Glioblastomen spielen Gene, deren 
Produkte an der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt sind. Hierzu zählen 
Tp53, „retinoblastoma 1“ (Rb1), PTEN, „cyclin-dependent kinase 4“ (CDK4) sowie CDKN2A 
und CDKN2B. Das Protein p53 kann die Proliferation einer Zelle unterbinden, indem es bei 
defekter DNA den Zellzyklus stoppt und die durch Caspasen regulierte Apoptose einleitet 
(Stiewe 2007). CDK4 hingegen wird benötigt, um den Übergang von der G1 in die S-Phase 
des Zellzyklus positiv zu regulieren. Wird sie dabei von CDKN2A oder CDKN2B gehemmt, 
induziert dies eine Arretierung in der G1-Phase und die Proliferation wird unterbunden. 
In diesem Zusammenhang spielt auch Rb1 eine wichtige Rolle (Netzker 2006). Der 
Tumorsupressor PTEN ist eine Phosphatase, die über die Dephosphorylierung von 
Phosphoinositol-3-phosphat (PIP3) zu Phosphoinositol-2-phosphat (PIP2) die 
Proteinkinase B (PKB/Akt) inaktiviert und damit unter anderem die Apoptose aktivieren kann 
(Jiang & Liu 2009). Sind ein oder mehrere Gene dieser Regulationsmechanismen mutiert, 
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führt dies über eine veränderte oder verminderte Funktion der Genprodukte zu 
Fehlregulationen von Zellproliferation und -differenzierung. 
Diese Beispiele machen deutlich, wie wichtig intakte Singnaltransduktionswege für das 
Überleben gesunder bzw. für das Absterben geschädigter Zellen sind. Defekte in 
Komponenten dieser Wege begünstigen ein ungehindertes Tumorwachstum. 
Ein weiterer Signalweg, der regulierend in Proliferations- und Differenzierungsmechanismen 
eingreift, ist der Hedgehog-Signalweg. Dessen Aktivität soll anhand seiner Komponenten, 
den Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie, in dieser Arbeit näher betrachtet werden. Das 
folgende Kapitel gibt eine Übersicht über die Hedgehog-Signaltransduktion. 
1.2 Hedgehog Signaltransduktion 
Der Vorgang der Signaltransduktion wird zur Kommunikation zwischen Zellen über 
extrazelluläre Signalmoleküle benutzt. Diese als Liganden bezeichneten Signalmoleküle 
werden von der Zielzelle über spezifische Rezeptoren gebunden. Durch diesen Stimulus 
werden intrazelluläre Prozesse in Gang gesetzt, an deren Ende meist ein Effektorprotein 
steht. Dieses Protein kann ein metabolisches Enzym, ein Protein des Zytoskeletts oder ein 
genregulierendes Protein sein. 
1.2.1 Der Hedgehog-Signalweg 
Das Hedgehog Gen wurde erstmals in der Fliegenart Drosophila melanogaster beschrieben 
(Nüsslein-Volhard und Wieschaus, 1980). Das genregulierende Effektorprotein des 
Hedgehog-Signalweges in Drosophila ist Cubitus interruptus (Ci). Es bindet als 
Transkriptionsfaktor mit Zinkfinger-Domänen an Hedgehog-Zielgene, wie z.B. Patched oder 
Cyclin D (Chen & Struhl 1996; Duman-Scheel et al. 2002).  
Im inaktiven Zustand, also in Abwesenheit des Hedgehog Proteins (Hh), wird der 
7-Transmembranrezeptor Smoothened (Smo) durch den 12-Transmembranrezeptor Patched 
(Ptch) inhibiert (Taipale et al. 2002). Dieser wird via Endozytose in Lysosomen 
aufgenommen und dort abgebaut (Jia et al. 2004). Beim Fehlen des membranständigen Smo 
bleibt ein Proteinkoplex aus dem Kinesin-ähnlichen Protein Costal-2 (Cos-2), der Serin-
Threonin Kinase Fused (Fu) und dem Transkriptionsfaktor Ci im Zytoplasma an Mikrotubuli 
gebunden (Wang & Jiang 2004). Unter diesen Verhältnissen wird Ci von den Kinasen 
Proteinkinase A (PKA), Glycogensynthase Kinase 3β (GSK3β) und Caseinkinase I (CKI), die 
von Cos-2 gebunden werden, phosphoryliert (Zhang et al. 2005). Dadurch wird Ci, das 
155 kDa groß ist, durch Ubiquitinylierung markiert und im Proteasom degradiert (Smelkinson 
& Kalderon 2006). Ein dabei entstehendes Bruchstück von Ci (Ci-75), das nicht weiter 
abgebaut wird, kann schließlich nach Translokation in den Zellkern an Ci responsible 
Hedgehog Signaltransduktion 
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Elemente auf der DNA binden. In dieser 75 kDa großen trunkierten Form wirkt es als 
Repressor von Hedgehog Zielgenen (Methot & Basler 1999).  
Abbildung 3 zeigt den aktiven Hedgehog-Signalweg in Drosophila melanogaster. 
 
Abbildung 3: Der aktive Hedgehog-Signalweg in Drosophila melanogaster 
Hedgehog bindet an den Transmembranrezeptor Patched und hebt damit dessen inhibierende Wirkung auf den G-Protein 
gekoppelten Rezeptor Smoothened auf. Dadurch kann ein Proteinkomplex binden und der Transkriptionsfaktor Ci gelangt 
unprozessiert in den Nucleus. Dort kann er an seine Zielgene binden. (Siehe Text für Details)  
 
Der Signalweg wird durch die Bindung von Hh an den Transmembranrezeptor Ptch und den 
Ig/ Fibronektin-Rezeptor interference Hedgehog (iHog) aktiviert (Stone et al. 1996; 
Yao et al. 2006). In dieser Konstellation wird der G-Protein-assoziierte Transmembran-
rezeptor Smo an der Membranoberfläche exprimiert und phosphoryliert (Jia et al. 2004). Dies 
bewirkt die Translokation des Proteinkomplexes bestehend aus Cos-2, Fu und dem 
Transkriptionsfaktor Ci (Jia et al. 2003). Daraus resultiert, dass Ci nicht mehr proteolytisch 
gespalten werden kann und schließlich auch im Nucleus akkumuliert (Ruel et al. 2003). 
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Dort wird das unprozessierte Ci als Transkriptionsfaktor für die Hedgehog Zielgene, wie z.B. 
Cyclin D oder Ptch positiv wirksam. 
In Vertebraten sind drei verschiedene Hedgehog-Proteine bekannt: Sonic Hedgehog (Shh), 
Desert Hedgehog und Indian Hedgehog (Echelard et al. 1993). Das humane Homologe zu Ci 
in Drosophila ist “Glioma-associated oncogene homolog" (Gli). Es gibt drei verschiedene 
Formen von Gli (Ruppert et al. 1988). Alle drei Transkriptionsfaktoren haben die 
gemeinsame Bindungssequenz GACCACCCA (Kinzler & Vogelstein 1990), wirken aber als 
positive oder negative Regulatoren. Gli1 ist ein Aktivator der Transkription und wird nicht 
proteolytisch gespalten (Sasaki et al. 1999). Von den Isoformen 2 und 3 ist bekannt, dass 
beide am C-terminalen Ende prozessiert werden können und so die Funktion eines 
Repressors einnehmen (Kise et al. 2009; Sasaki et al. 1999). Es wurde jedoch beobachtet, 
dass nur Gli3 als Repressor agiert und Gli2 vor allem als Aktivator an die Zielgene bindet 
(Pan et al. 2006). Außer den drei genannten, konnte noch ein weiteres Mitglied der Gli-
Familie identifiziert werden: Gli4 (Kas et al. 1996). Von ihm ist bisher allerdings nur bekannt, 
dass es ebenfalls als Repressor fungiert (Marine et al. 1997). Der intrazelluläre Signalweg, 
bei dem Gli durch die Aktivierung von Smo in den Zellkern gelangt, unterscheidet sich von 
dem in Drosophila (Huangfu & Anderson 2006). So spielen z.B. die humanen Analoga von 
Cos-2, „kinesin superfamily 27“ (Kif-27) und „kinesin superfamily 7“ (Kif-7) zwar ebenfalls 
eine essentielle Rolle (Endoh-Yamagami et al. 2009), dem Supressor der Kinase Fused 
(SuFu) kommt jedoch eine größere Bedeutung zu als in Drosophila (Übersicht in Cheng & 
Yue 2008). Der genaue Mechanismus der Aktivierung ist aber noch nicht endgültig geklärt 
und wird unter anderem auch mit primären Zilien (einzelnen, nicht motilen Zilien einer Zelle) 
in Verbindung gebracht (Zhang et al. 2009a). 
1.2.2 Physiologie und Pathophysiologie  
Alle drei humanen Hedgehog-Proteine sind während der Embryonalentwicklung an der 
Zelldifferenzierung und -proliferation beteiligt. Hh ist dabei unter anderem für das Anlegen 
von Zellmustern der dorso-ventral-Achse, die Entwicklung des ventralen Neuralrohrs und das 
Wachstum des Cerebellums verantwortlich (Übersicht in Varjosalo & Taipale 2008). Auch im 
adulten Organismus ist der Hh-Signalweg von Bedeutung. So wird zum Beispiel nach 
Verletzungen des Hirngewebes um die Läsion herum Hh verstärkt exprimiert (Amankulor 
et al. 2009; Übersicht in Hovhannisyan et al. 2009).  
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass der Hh-Signalweg sowohl embryonal als auch 
im Erwachsenenalter regulierend in Wachstums- und Differenzierungsprozesse eingreift. 
Deshalb begünstigen aktivierende Mutationen des Signalweges ein irreguläres 
Gewebewachstum und somit die Entstehung von Tumoren. Diese Mutationen kommen 
häufig in Basalzellkarzinomen und Rhabdomyosarkomen vor (Lupi 2007; Tostar et al. 2006). 
Zunehmend ist die Rolle der Fehlregulationen im Hh-Signalweg auch bei anderen Tumoren 
Hedgehog Signaltransduktion 
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erkannt worden. Dies betrifft vor allem das Mammakarzinom (Fiaschi et al. 2009), das 
Prostatakarzinom (Shaw et al. 2009), das Pankreaskarzinom (Bailey et al. 2009) oder das 
kleinzellige Lungenkarzinom (Velcheti & Govindan 2007). Treten diese Mutationen während 
der  Embryonalentwicklung auf, kann das die Ausbildung eines Goltz-Gorlin- (Pastorino 
et al. 2009), Greig-Zephalopolysyndaktylie- (Wild et al. 1997) oder Pallister-Hall-Syndroms 
(Hill et al. 2007) bewirken. Im Rahmen dieser Syndrome treten multiple kongenitale 
Anomalien auf.  
Namensgebend für den Gli Transkriptionsfaktor war die erstmalige Entdeckung in 
Glioblastomen (Kinzler et al. 1987). Dies gab Anlass für weitere Untersuchungen, in denen 
zahlreiche molekularbiologische Methoden zur Identifikation von Mutationen eingesetzt 
wurden (siehe Kapitel 1.2.3). Diese ergaben jedoch unterschiedliche Ergebnisse, z.B. in 
Bezug auf die Korrelation des Tumorgrades der Astrozytome mit der Überexpression von 
Komponenten des Hh-Signalweges (Wang et al. 2010b; Becher et al. 2008; Ehtesham et al. 
2007; Katayam et al. 2002). So werden nach heutiger Auffassung vor allem Medulloblastome 
mit einer Überaktivierung des Hh-Signalweges in Verbindung gebracht (Louis 2006; 
Wechsler-Reya & Scott 2001). Seine Bedeutung bei der Entstehung von Glioblastomen ist 
hingegen noch nicht hinreichend geklärt und bedarf weiterer Untersuchungen. 
1.2.3 Methoden zur Untersuchung  
Für die Untersuchung von Signaltransduktionswegen, ihrer Hemmung oder Aktivierung steht 
in der modernen Biochemie und Molekularbiologie eine breite Palette von Methoden zur 
Verfügung. Neben klassischen Methoden wie dem Westernblot oder der real-time qRT-PCR 
werden in letzter Zeit zunehmend Methoden genutzt, die funktionelle Aspekte 
berücksichtigen. Dazu zählen beispielsweise der in dieser Arbeit verwendete Reportergen-
Assay oder die Verwendung von signalwegspezifischen Inhibitoren. 
Reportergene bestehen prinzipiell aus einem proteinkodierenden Abschnitt, dessen 
Transkripion unter der Kontrolle von Promotoren und cis-aktiven Elementen steht. Deren 
Funktionalität soll in einem definierten zellulären Kontext untersucht werden. Dabei werden 
zwei Ansprüche an die Produkte der Reportergene gestellt. Zum Einen dürfen sie nicht 
toxisch für den Organismus oder die Zellen in denen sie exprimiert werden sein. 
Andererseits müssen sie leicht zu detektieren sein und ihr Signal muss eindeutig dem 
Reportergen zugeordnet werden können. 
Meist sind diese Genprodukte durch Farb- oder Stoffwechselreaktionen nachweisbar. So 
kann z.B. die Aktivität eines Reportergens, das für das laktoseabbauende Enzym 
β-Galaktosidase kodiert, mittels X-Gal Färbung nachgewiesen werden. 
In dieser Arbeit wurde ein Reportergen benutzt, das für die Gaussia Luciferase kodiert. In 




Abbildung 4: Das Ausgangsplasmid pT109_Gau 
Dargestellt ist das 5234 Basenpaare (bp) lange Reporterplasmid pT109_Gau. Markiert sind Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme mit in Klammern angegebener Lokalisation (z.B. Hin dIII (20) – das Enzym Hin dIII schneidet 20 bp im 
Uhrzeigersinn vom Zenit aus gezählt). Farbig gekennzeichnet ist die Position, in die die Gli-Bindungsstellen in die individuellen 
Gli-Reportergene eingesetzt wurden, sowie der Genabschnitt, der für die Gaussia Luciferase kodiert. 
Die Gaussia Luciferase ist ein von der Zelle sekretiertes Protein. Natürlicherweise kommt es 
in dem Ruderfußkrebs Gaussia princeps vor. Die Gaussia Luciferase katalysiert die 
Oxidation des Substrates Coelenterazin. Dabei wird Licht mit einer Wellenlänge von 
λ = 470 nm emittiert, dessen Stärke mittels Lumineszenzmessung festgestellt werden kann 
(Übersicht in Wurdinger et al. 2008). In dieser Arbeit wurden Reportergene verwendet, deren 
Gaussia-kodierende Sequenz unter der Kontrolle eines reduzierten Thymidinkinase-
promotors des Herpes simplex Virus (HSV-tk) standen (pT81-Konstrukt) bzw. die zusätzlich 
eine Enhancer-Sequenz aufwiesen (pT109-Konstrukte). Die Gli-Reporter besitzen außerdem 
intakte oder mutierte Bindungsstellen für Gli-Transkriptionsfaktoren.  
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Bisherige Untersuchungen zu den Gli-Faktoren nutzen vor allem Imunhistochemische 
Verfahren (Wang et al. 2010b) und real-time qRT-PCR (Shahi et al. 2008) zum Nachweis der 
Transkriptionsfaktoren. Die Reportergene hingegen lassen Rückschlüsse auf die Funktion 
der Transkriptionsfaktoren zu und gehen dabei über deren quantitativen Nachweis hinaus. 
Eine weitere Methode, die Funktionalität eines Signalweges zu überprüfen, ist, ihn mit 
spezifischen Inhibitoren zu hemmen und die Auswirkungen auf die betreffenden Zellen zu 
analysieren. 
Ein für den Hh-Signalweg spezifischer Inhibitor ist Cyclopamin. Dieses Alkaloid stammt aus 
der Lilienart Veratrum californicum. Seine Wirkung wurde erstmals entdeckt, als trächtige 
Schafe, die von dieser Pflanze fraßen, einäugige Lämmer, sogenannte Cyclopen, gebaren 
(Binns et al. 1962). Mittlerweile ist bekannt, dass Cyclopamin spezifisch an den Rezeptor 
Smo bindet und ihn dadurch inhibiert (Chen et al. 2002). Dies zieht eine Hemmung des Hh-
Signalweges nach sich. Durch diesen Umstand sind Cyclopamin und dessen Derivate in den 
Fokus der modernen Krebsforschung gerückt. In einigen Arbeiten konnte auch eine 
antiproliferative Wirkung auf Tumore nachgewiesen werden (Bar et al. 2007; Eichenmüller 
et al. 2009). Es stellte sich die Frage inwieweit Cyclopamin die Aktivität der Reportergene 
beeinflusst und ob es Auswirkungen auf den Metabolismus der Glioblastomzellen hat. 
1.3 Aufgabenstellung 
Es gibt Hinweise, dass Glioblastome mit eine Fehlregulation des Hh-Signalweges assoziiert 
sind. In vorangegangenen Arbeiten konnte in verschiedenen Gliomen mittels Immun-
histochemie und real-time qRT-PCR teilweise ein erhöhtes Vorkommen von Gli1 
nachgewiesen werden. Hierzu gibt es allerdings auch gegenteilige Aussagen. In Bezug auf 
die Aktivität von Gli3 gibt es nur wenige Untersuchungen, die kein einheitliches Ergebnis 
aufweisen. 
Aufgrund dessen soll in dieser Arbeit anhand der Funktion von Gli als Transkriptionsfaktor 
untersucht werden, inwieweit durch Gli vermittelte Transkription in den Gliomzellen 
stattfindet. Als Nachweismethode wird die transienter Transfektion von Reportergenen 
eingesetzt. Weiterhin soll ein möglicher Ansatzpunkt für eine spätere Antitumortherapie 
evaluiert werden, indem die Auswirkungen des Hh Inhibitors Cyclopamin auf die Aktivität der 




2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Verbrauchsmaterialien 
1,5 ml Reaktionsgefäße   Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
6 Well Platten     TechnoPlastikProducts, Trasadingen 
µ Clear-Platte, kaminform 96 well, weiß Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen 
Einmalhandschuhe    Peha-soft powderfree, Hartmann, Heidenheim 
Kryoröhrchen     TechnoPlastikProducts , Trasadingen 
LIA-Platte, 96 Well weiß,    Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen  
 F-Form mittlere Bindung 
Pasteurpipetten    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Petrischalen     Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen 
Pipettenspitzen versch. Größen  Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
PS-Microplatte, 96 well, flat bottom  Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen 
Saughütchen     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Serologische Pipetten versch. Volumina TechnoPlastikProducts, Trasadingen 
Zellkulturflaschen 25 cm²   TechnoPlastikProducts, Trasadingen 
Zellkulturflaschen 75 cm²   TechnoPlastikProducts, Trasadingen 
Zentrifugenröhrchen 15 ml   Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Zentrifugenröhrchen 50 ml   Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
2.1.2 Software 
Argus X1 V.3.3.1  Biostep GmbH, Jahnsdorf 
Corel Draw X3    Corel Corporation, Ottawa 
Microsoft Exel 2003    Microsoft Corporation, Redmond 
ND-1000 V3.1.2    PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen  
Origin pro 8.0   OriginLab Corporation, Northamton 
Simplicity 4.20    Berthold detection sytems GmbH, Pforzheim 
SoftMax Pro V 5.3    Molecular Devices, Sunnyvale 
Vektor NTI Suite 6 (DNA Analysesoftware) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
2.1.3 Geräte 
-86°C Ultra-Tiefkühlschrank MDF-U33V Ewald Innovati onstechnik GmbH, Bad Nenndorf 
Accu-jet Pipettierhilfe    Brand GmbH & Co KG, Wertheim 
Autoclav Certo Clav    Ketomat Sterilizer-Division, Traun 
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Brutschrank Hera cell 150   Thermo electron LED, GmbH, Langenselbold 
Einfrierbox Nalgene 5100  Thermo fisher scientific Inc, Rochester 
Elektrophoresekammer Mupid-ex  Eurogentec Deutschland GmbH, Köln 
Glaspipetten     Brand GmbH + Co. KG, Wertheim 
Gummischaber    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Magnetrührer IKARCT classic  IKA - Werke GmbH & CO. KG, Staufen 
Kühl- und Gefriergerät  Liebherr-International Deutschland GmbH, 
Biberach an der Riss 
Kreisschüttler KS501 digital   IKA - Werke GmbH & CO. KG, Staufen 
Laborfuge UEC  UniEquip Laborgerätebau & Vertriebs GmbH, 
Martinsried 
Mikroskop Axiovert 135   Carl Zeiss AG, Feldbach 
Mikrowelle 1029 HGE   Privileg Quelle GmbH, Fürth 
NanoDrop 1000 Sprectrophotometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Neubauer Zählkammer   LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf 
Orion II Microplate Luminometer  Berthold detection sytems GmbH, Pforzheim  
Pipetten     Abimed, Langenfeld 
      Eppendorf AG, Hamburg 
Schüttelinkubator innova4400  New Brunswick Scientific GmbH, Nürtingen 
SpectraMax M5 Microplate Reader  Molecular Devices, Sunnyvale 
Sterilbank MSC Advantage   Thermo electron LED, GmbH, Langenselbold 
Thermomixer comfort    Eppendorf AG, Hamburg  
Transilluminator     Biostep GmbH, Jahnsdorf 
Universal 16 Zentrifuge   Hettich Zentrifugen GmbH & Co KG, Tuttlingen 
Vortex-Genie 2    Scientific Industries, Boehemia 
Waage BL 1500S    Sartorius AG, Göttingen 
Wasserbad Unitherm  UniEquip Laborgerätebau & Vertriebs GmbH, 
Martinsried  
Zentrifuge 3K30 Sigma   Sartorius AG, Göttingen 
 Festwinkelrotor Nr. 19776-H  Sartorius AG, Göttingen 
Zentrifuge Beckman Avanti J-25  Beckman Coulter Inc. Fullerton 




hGli1 Expressionsplasmid für humanes Gli1, zur 
Verfügung gestellt durch H. Sasaki (Osaka, 
Japan) 
 
hGli3 Expressionsplasmid für humanes Gli3, zur 





Reporterplasmid mit dem Gen der Gaussia 
Luciferase unter der Kontrolle eines HSV-tk 





Reporterplasmid mit dem Gen der Gaussia 
Luciferase unter der Kontrolle eines HSV-tk 
Promotors mit vier mutierten (funktionslosen) 





Reporterplasmid mit dem Gen der Gaussia 
Luciferase unter der Kontrolle eines HSV-tk 
Promotors mit HSV-tk Enhancersequenz und 





Reporterplasmid mit dem Gen der Gaussia 
Luciferase unter der Kontrolle eines HSV-tk 
Promotors mit HSV-tk Enhancer-sequenz und 
mit drei mutierten (funktionslosen) Bindungs-




2.1.5 Lösungen und Puffer 
Coelenterazin Assay Reagenz (CAR) (pH 7,8) 20 mM MOPS 
750 mM KBr 
1 mM EDTA 
5 mM MgCl2 
5 mM CaCl2 
 
Coelenterazin Stammlösung (100-fach) 1 mg Coelenterazin 
2,36 ml Methanol 
 
Cyclopaminlösung 10 mM Cyclopamin in DMSO 
 
Hanks – Ca²+ /-Mg²+ (pH7,4) 
 
137 mM  NaCl 
5,4 mM KCl 
0,33 mM Na2HPO4 x 2 H20 
0,44 mM KH2PO4 
2 mM Hepes 
 
Probenlaufpuffer für DNA 100 mM EDTA 
20 % Ficoll 400 
0,25 % Xylencyanol 
0,25 % Bromphenolblau  
 
Proteinstandards (z.B. 1 mg/ml; 100 ml) 
 
100 mg BSA 
100 ml aqua dest. 
 
TAE-Puffer (25-fach, pH 7,8) 
 
1 M Tris 
0,5 M Natriumacetat 
0,05 M EDTA 
auf pH 7,8 mit HCl conc. 
 
TE-Puffer (pH 7,4) 10 mM TrisHCl 






100 bp DNA Ladder    Promega GmbH, Madison, G2101A 
50 bp DNA Ladder    Promega GmbH, Madison, G452A 
70 % Ethanol     J.T. Baker, Deventer, 8228 
AmnioMAX™-C100 Supplement   Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 1384 
AmnioMAX™-Medium C100   Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 17001-082 
Ampicillin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, A-9518 
Biozym Sieve Agarose 3:1 (ab 1,5 %) Biozym Scientific GmbH, Hess, 850090 
Bradford Reagenz    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, B6916 
Bromphenolblau  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 15375 
BSA (Bovines Serumalbumin)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, A2153 
CaCl2      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, C3306 
Coelenterazin     P.J.K. GmbH, Kleinblittersdorf, 102181 
Cyclopamine     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, C4116 
DMEM high glucose (4,5 g/l)   Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 11960-044 
DMEM low glucose (1 g/l)   PAA Laboratories GmbH, Pasching, E15-005 
DMSO      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D4540 
DNA Längenstandard    Promega GmbH, Madison, G1731 
Lambda DNA/EcoRI +HindIII  
EDTA      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 8040.2 
Essigsäure     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 6755.1 
Ethidiumbromid 1 % (10 mg/ml)  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 2218.2 
Fast digest buffer    Fermentas, St. Leon Rot 
Fetales Kälberserum “Gold”   PAA Laboratories GmbH, Pasching, A15-151 
Ficoll 400     Pharmacia AB, Laboratory Separat Division, 
      Uppsala 17-0400-02 
Flüssiger Stickstoff  Air Liquide Deutschland GmbH, Düsseldorf, 
P4200RG 
GlutaMAXTM 100x    Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 35050 
Glutamin     PAA Laboratories GmbH, Pasching, M11-004 
Glycerin     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 7530.4 
HCl      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 4625.2 
Hefe Extrakt Solution (150g/l)  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 18180-059 
Hepes      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, H4034 
Isopropanol     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, AE73.1 
K2HPO4     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 6878.1 
Kaliumacetat     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, S2889 
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KBr      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, P9881 
KCl      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, P9541 
KH2PO4     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 3904.1 
KOH      Merck KGaA, Darmstadt, 105033 
LB Medium Kapseln    MP Biomedicals LLC, Solon, 3002-031 
Methanol     J.T. Baker, Deventer, 8045 
MgCl2      Merck KgaA, Darmstadt, 1.05891 
MnCl2      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, M8530 
MOPS      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, M8899 
Mykokill AB     PAA Laboratories GmbH, Pasching, P11-016 
Na2HPO4     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 4984.1 
NaCl      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 3957.1 
NaOH      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, K021.1 
PBS Puffer     PAA Laboratories GmbH, Pasching, H15-011 
Penicillin/Streptomycin (100 fach)  PAA Laboratories GmbH, Pasching, P11-010 
Pepton aus Casein    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 8986.1 
RbCl      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 83979 
SeaKem Agarose (bis 1,5 %)  Biozym Scientific GmbH, Hess, 50004E 
Select agar     Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 30391-023 
Tris      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 4855.2 
Trypan blue solution (0,4 %)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, T8154 
Turbofect     Fermentas, St. Leon Rot, R0531 
Xylencyanol     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, A513.1 
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2.1.7 Medien und Agarplatten 
2.1.7.1 Eukaryotisch 
AmnioMAX™-Medium C100 15 % AmnioMAX™-C100 Supplement 
 
DMEM (4,5 g/l oder 1 g/l Glucose) 10 % Fetales Kälberserum 
2 mM Glutamax 




Kultivierung von 2 Mio. Zellen (T98G) mit 10 ml 
DMEM (high Glucose mit Supplement) in 75 cm² 
Kulturflaschen für 24 h, 48 h und 72 h 
Anschießend: Abnehmen des Mediums und Lagerung 




DMEM low glucose 1 g/l 
20 % Fetales Kälberserum 
15 % DMSO 
steril filtrierien 
 
Serumfreies Medium (SFM): 
 
DMEM high glucose 4,5 g/l bzw. low glucose 1 g/l 
2 mM Glutamax 
0,5 % Penicillin/Streptomycin 
2.1.7.2 Prokaryotisch 
 
LB Agarplatten  
 
1 l steriles Wasser 
25 Kapseln LB Medium 
15 g Selectagar 
20 min bei 125 °C autoklavieren 
danach abkühlen auf < 50 °C 
Zugabe von 1,0 % Selektionsantibiotika (Ampicillin  
10 mg/ml) 
Gießen der Platten 
LB Medium 
 
1 l steriles Wasser 
25 Kapseln LB Medium 





100 ml sterile Lösung mit 
17 mM KH2PO4 
72 mM K2HPO4 
zu 900 ml einer autoklavierten Lösung mit  
12 g Casein – Pepton  
24 g Hefe Extrakt (160 ml Solution 150g/l) 




10 mM Kaliumacetat 
100 mM RbCl 
10 mM CaCl2 
50 mM MnCl2 
15 % Glycerin 
ad aqua dest. auf 500 ml 





10 mM MOPS 
10 mM RbCl 
75 mM CaCl2 
15 % Glycerin 
auf pH 5,8 mit 0,1 N KOH titrieren und steril filtrieren 
2.1.8 Enzyme und Kits 
Accutase PAA Laboratories GmbH, Pasching, L11-007 
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability 
Assay 
Promega GmbH, Madison, G7570 
CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane 
Integrity Assay 
Promega GmbH, Madison, G7891 
MycoAlertMycoplasma Detection Kit Lonza Inc., Rockland, LT27-217 
QIAGENendofree Plasmid Maxi Kit  Qiagen, Hilden, 12362 
QIAGENPlasmid Maxi Kit  Qiagen, Hilden, 12163 
QIAprepSpin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, 27106 
Restriktionsendonuclease fast digest BamHI Fermentas, St. Leon Rot, FD0054 
Restriktionsendonuclease fast digest EcoRI Fermentas, St. Leon Rot, FD0274 
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2.1.9 Bakterienstämme, Zelllinien und Untersuchungsmaterial 
E. coli Single Step (KRX) competent cells, Promega GmbH, Madison, L3002 
T98G Zelllinie aus humanem Glioblastoma multiforme; ATCC, Manassas, CRL-1690 
1321N1 Zelllinie aus humanem Astrozytom; ECACC, Salisbury, 86030402 
 
Tabelle 1: Verwendete Gewebeproben 
Tumorgewebe aus dem Primärkulturen hergestellt wurden; Probenbezeichnung in Reihenfolge der entnommenen Gewebe des 
entsprechenden Jahres; W – weiblich; M – männlich; Alter zum Zeitpunkt der Operation 
Zellen Diagnose Lokalisation Geschlecht Alter in Jahren 
09/05 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV 
rechts okzipital M 69 
25/06 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV 
rechts fronto-cortical W 64 
28/06 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV 
rechts frontal M 72 
18/07 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV 
rechts temporal M 62 
30/09 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV 
links frontal M 59 
37/09 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV 
links parietal W 54 





22/06 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV; 2. Rezidiv 
links temporo-okzipital W 67 
26/06 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV; 1. Rezidiv 
links okzipital W 73 
01/07 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV; 1. Rezidiv 
rechts temporal M 73 
03/07 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV; 1. Rezidiv 
rechts temporal W 51 
31/07 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV; 1. Rezidiv 
rechts frontal M 73 
12/08 Glioblastoma multiforme, 
Grad IV; 1. Rezidiv 
links frontal M 52 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Herstellung kompetenter Zellen nach der Rubidium-Chlorid-
Methode 
Um Fremd-DNA in Bakterienzellen einzubringen, muss die Bakterienmembran überwunden 
werden. In diesem Fall wurde sie durch die im Folgenden beschriebene Rubidium-Chlorid-
Methode durchlässig gemacht. 
E. coli vom Typ „KRX“ wurden auf einer ampicillinfreien Agarplatte ausgestrichen und über 
Nacht im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden 10 ml TB Medium (100 µg/ml 
Ampicillin) mit einer der auf der Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien angeimpft und 
bei 175 rpm und 37 °C über Nacht in den Schüttelink ubator gestellt. Zur Herstellung der 
Vorkultur wurden 5 ml dieser Kultur zu 50 ml vorgewärmtem LB Medium mit 100 µg/ml 
Ampicillin hinzugefügt und eine Stunde im Schüttler inkubiert. Anschließend wurden 25 ml 
dieser Vorkultur in 500 ml LB Medium (+ 100 µg/ml Ampicillin) überführt und bei 300 rpm 
inkubiert. Dabei erfolgte die Bestimmung der optische Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 
λ = 550 nm im Intervall von 30 min. Ab einer OD ≥ 0,3 wurde das Intervall auf 15 min 
verkürzt. Sobald die OD zwischen 0,48 und 0,6 lag  (die Bakterien befanden sich in der log-
Wachstumsphase) wurde die Kultur aus dem Schüttler genommen und in mehrere 50 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt. Anschließend wurden die Aliquots 15 min auf Eis abgekühlt. 
Die nächsten Schritte wurden alle bei einer Raumtemperatur von 4 °C durchgeführt, da eine 
Erwärmung der Bakterien unbedingt vermieden werden sollte. Die Bakterien wurden bei 4 °C 
und 5000 rpm 5 min lang zentrifugiert und der Überstand anschließend vollständig mit 
Filterpapier entfernt. Danach wurde das Bakterienpellet in 5 ml eiskaltem TfbI vorsichtig mit 
vorgekühlten Glaspipetten resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die 
Bakteriensuspension wurde ein weiteres Mal bei 4 °C  und 3000 rpm 5 min lang zentrifugiert 
und der Überstand entfernt. Anschließend wurde das Pellet in je 3 ml eiskaltem TfbII 
resuspendiert und alle Zellen vereinigt. Abschließend wurden Aliquots von je 200 µl in 
vorgekühlte 1,5 ml-Reaktionsgefäße gefüllt  und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die 
Lagerung erfolgte bei -80 °C. 
2.2.2 Transformation 
Die Transformation ist eine Methode zum Einbringen von Plasmiden in kompetente Zellen. 
Hierfür wurden nach der in 2.2.1 beschriebenen Methode behandelte E. coli KRX verwendet. 
Bei der durchgeführten Schnelltransformation wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut und 
anschließend ca. 1 – 0,1 pg Plasmid-DNA zugegeben. Danach wurden die Bakterien 10 min 
auf Eis inkubiert, bevor sie für genau 2 min bei 37 °C im Thermoblock erwärmt wurden. Es 
folgte eine weitere Inkubation von mindestens 3 min auf Eis. Schließlich wurden 200 µl der 
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Bakterien auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und für 12 h bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert. 
2.2.3 Plasmidpräparation aus 100 ml Kultur („MaxiPräp“) 
Von den mit Bakterien beimpften Agarplatten wurde eine Kolonie mit Hilfe eines 
Zahnstochers abgenommen und zu 2 ml LB Medium mit 20 µl Ampicillin-Stocklösung 
(10 mg/ml) hinzugefügt. Die Kultur wurde bei 37 °C und 176 rpm über Nacht in den 
Schüttelinkubator gegeben. Anschließend wurden 100 ml LB-Medium und 1 ml Ampicillin-
Stocklösung mit der gesamten Vorkultur versetzt und erneut unter gleichen Bedingungen 
inkubiert. Danach wurde die Plasmidpräparation mit Hilfe des QIAGENPlasmid Maxi Kits 
bzw. des QIAGENendofree Plasmid Maxi Kits durchgeführt. Es wurde nach der 
Beschreibung im QIAGEN Plasmid Purification Handbook (11/2005) bzw. im endofree 
Plasmid Purification Handbook (11/2005) vorgegangen. Abweichend wurde bei der nicht 
endotoxinfreien Präparation lediglich die Zeit des ersten Zentrifugierens bei 6000 x g und 
4 °C von 15 auf 10 min verkürzt. Abschließend wurde  das jeweils isolierte Plasmid-Pellet je 
nach Größe in 200 µl bis 600 µl TE-Puffer aufgenommen. 
2.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen 
Die Konzentration der isolierten DNA wurde am NanoDrop 1000 Sprectrophotometer (mit 
Hilfe der Software ND-1000) bestimmt. Dazu wurde eine 2 µl DNA-Probe aufgetragen und 
die Extinktion gegen den Leerwert des TE-Puffers gemessen. Außerdem wurde zur 
Überprüfung der DNA-Qualität das Verhältnis der optischen Dichte bei λ = 260 nm mit der 
bei 280 nm verglichen. Für Transfektionsexperimente wurden ausschließlich Plasmide mit 
einem Verhältnis OD260/OD280 von 1,8 bis 1,9 verwendet. 
2.2.5 Überprüfung der Konformation der Plasmide mittels Agarose-
Gelelektrophorese 
Plasmide können in der sogenannten „supercoiled“-Form (SC) oder in der „open circular“ 
(OC) Form, bei der ein Einfachstrangbruch besteht, vorliegen. Zur Bestimmung des Anteils 
der SC-Plasmide in der Präparation wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt 
und das entstandene Bandenmuster mit bereits vorhandenen, identischen Plasmiden 
verglichen. Da die SC-Plasmide kompakter sind, laufen diese im Gel schneller als die 
Plasmide in der OC Form. Für die Transfektionsexperimente wurden ausschließlich 
Präparationen verwendet, in denen die Plasmide zu mehr als 90 % in der SC Konfiguration 
vorlagen.  
Hierfür wurden 50 ml 0,8 % Agarosegele hergestellt, indem 0,4 g Agarosepulver und 50 ml 
TAE(-) Puffer vorsichtig in der Mikrowelle aufgekocht und anschließend auf dem 
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Magnetrührer bei ca. 50-60 rpm abgekühlt wurden. Schließlich wurden 4 µl Ethidiumbromid 
(10 mg/ml) hinzugegeben und das Gel in Form gegossen. Für die Plasmid Proben wurde 
1 µg DNA auf 8 µl mit aqua dest. aufgefüllt und mit 25 % des Volumens DNA Probenpuffer 
gefärbt. Anschließend wurden die Proben auf das Gel aufgetragen und in TAE(+) Puffer 
30 min lang bei 7,4 V/cm aufgetrennt. Als DNA Längenstandard diente Lambda 
DNA/EcoRI + HindIII. Die Auswertung erfolgte am Transilluminator mittels der Software 
Argus X1. 
2.2.6 Überprüfung der Identität der Plasmide mittels Enzymverdau 
Zur Kontrolle der präparierten Plasmide wurden Restriktionsverdaue durchgeführt, die 
selektiv die Gli-Bindungsstellen (mutiert und intakt) aus dem Plasmid herausschneiden. Auf 
diese Weise konnte auch die Anzahl der Bindungsstellen bestimmt werden. Dazu  wurde 
eine Elektophorese in 4 % Agarosegel durchgeführt (siehe 2.2.5) 
Für den Plasmidverdau wurden 2 µg DNA auf 10 µl mit aqua dest. aufgefüllt und  je 1 µl des 
Verdauungsenzyms „EcoRI fast digest“ und „BamHI fast digest“ hinzugefügt. Weiterhin 
wurden 2 µl Puffer dazugegeben und mit Aqua dest. zu einem Gesamtvolumen von 20 µl je 
Tasche aufgefüllt. Der Verdau erfolgte für 10 min bei 37 °C. Abschließend wurden 5 µl DNA 
Probenpuffer hinzugegeben und die DNA wie oben beschrieben aufgetrennt und 
ausgewertet. 
2.3 Zellbiologische Methoden 
2.3.1 Kultivierung von Zellen 
2.3.1.1 Herstellung von Primärkulturen aus Gewebeproben 
 Die Herstellung von Primärkulturen wurde freundlicherweise von Herrn Baran-Schmidt 
durchgeführt, soll aber der Vollständigkeit halber an dieser Stelle beschrieben werden. Das 
Operationsmaterial wurde nach Einverständnis der Patienten und unter Berücksichtigung 
ethischer Aspekte von Oberarzt Dr. Renner der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie des 
Universitätsklinikums Leipzig zur Verfügung gestellt. 
Um aus diesem Material Primärkulturen anzufertigen, wurde die Gewebeprobe in eine mit 
Amniomax-Medium benetzte, sterile Petrischalenhälfte gegeben. Dort wurde das Gewebe 
mit einem Skalpell in ca. 1 x 1 mm große Partikel zerteilt. Anschließend wurden die 
Gewebsstückchen mit Hilfe einer Pasteurpipette in eine mit Amniomax-Medium benetzte 
25 cm2 Kulturflasche überführt. Dabei sollte der Abstand zwischen den Proben ca. 1 cm 
betragen. Nach einer halben Stunde Inkubation bei 37 °C und 5 % CO 2 wurde 1 ml 
Amniomax-Medium zugegeben. Die weitere Inkubation erfolgte unter gleichen Bedingungen, 
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wobei alle drei Tage ein Medienwechsel (siehe 2.3.1.2) zu vollziehen war, bis die Zellen 
Konfluenz erreichten. 
2.3.1.2 Medienwechsel und Passagieren von Zellen 
Bei der Kultivierung von Zellen ist ein Medienwechsel im Abstand von zwei bis drei Tagen 
angeraten. Dabei wurde das alte Medium abgesaugt und 4 ml (25 cm2) bzw. 10 ml (75 cm2) 
frisches Medium zugegeben. Wenn bei Infektion der Kulturen mit Mykoplasmen zusätzlich 
eine Behandlung mit Mykokill notwendig war, wurden die Zellen vor Zugabe des frischen 
Mediums (+Mykokill 1:50) mit 8 ml PBS-Puffer gewaschen. 
Waren die Zellen konfluent, wurden sie passagiert und auf neue Kulturflaschen verteilt. 
Hierzu wurde das alte Medium abgesaugt und 4 ml (25 cm2) bzw. 8 ml (75 cm2) Hanks -/- 
Puffer zugegeben und 3 min im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde der Puffer durch 
Absaugen entfernt und 1 ml bzw. 2 ml Accutase auf die Kultur gegeben. Die Inkubation 
erfolgte unter gleichen Bedingungen. Als nächstes wurden noch adhärente Zellen unter 
Sichtkontrolle unter dem Mikroskop durch leichtes Klopfen der Zellkulturflasche vollständig 
abgelöst. Durch Zugabe von  3 ml bzw. 8 ml Zellkulturmedium wurde die Accutase inaktiviert. 
Abschließend wurde die Zellsuspension weiter verdünnt, auf neue Kulturflaschen verteilt und 
mit Medium auf 4 ml bzw. 10 ml aufgefüllt. Dabei ist die Verdünnung abhängig von der 
Proliferationsrate der Zellen. Schnell proliferierende Zellen wurden im Verhältnis 1:10 (d.h 1 
ml Zellsuspension und 9 ml Medium), langsam proliferierende Zellen hingegen im Verhältnis 
1:2 (5 ml Zellsuspension und 5 ml Medium) passagiert. 
2.3.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalität 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie in 2.3.1.2 beschrieben mit Accutase 
abgelöst und in Medium aufgenommen. Nach weiterem Vereinzeln der Zellen durch  
Pipettiermischen wurden 250 µl der Zellsuspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 
Zu dem Aliquot wurden nun 100 µl 0,4 % Trypanblau-Lösung zugegeben. Die Neubauer 
Zählkammer (0,0025 mm²) wurde so präpariert, dass nach leichtem Aufdrücken des 
Deckgläschens Newton’sche Ringe zu sehen waren. Anschließend wurde sie nach 
Herstellervorschrift  beschickt. Mäanderförmig wurden 4 x 4 Großquadrate ausgezählt. Dabei 
war darauf zu achten, dass Trypanblau nur in toten Zellen akkumuliert, vitale Zellen also 






ausgezählte Zellen Verdünnungsfaktor Zellen
=
ausgezählte Fläche (mm²)  Kammertiefe (mm) ml
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Vereinfacht und unter den gegeben Bedingungen ergab das bei vier ausgezählten 
Großquadraten: 
 
2.3.1.4 Kryokonservierung von Zellen 
Die Zellen wurden wie in 2.3.1.2 beschrieben mit Hanks -/- und Accutase behandelt und 
danach in Medium aufgenommen. Anschließend wurde die Zellsuspension 5 min bei 80 g 
zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgesaugt. Das entstandene Zellpellett wurde in 
2 ml (25 cm2) bzw. 4 ml (75 cm2) Kryokonservierungsmedium resuspendiert und in die 
vorgesehenen Kryoröhrchen gegeben. Anschließend wurden die Röhrchen für 24 h bei 
-80 °C in der Einfrierbox gelagert, um ein langsame s Abkühlen zu gewährleisten. Zur 
dauerhaften Lagerung wurden die Röhrchen in flüssigen Stickstoff überführt.  
2.3.1.5 Testen der Zellkultur auf Infektion mit Mykoplasmen 
Bei Verdacht auf Infektion der Zellkultur mit Mykoplasmen wurde ein Test mit Hilfe des 
MycoAlertMycoplasma Detection Kits durchgeführt. Dafür wurden 500 µl Medium der 
möglicherweise infizierten Zellkultur abgenommen und bei 200 rcf 5 min lang zentrifugiert. 
Unterdessen wurde der Testkit nach Anleitung vorbereitet, indem 600 µl Puffer zum Substrat 
und die gleiche Menge zum Reagenz hinzugefügt wurden. Die Inkubation erfolgte 15 min bei 
Raumtemperatur. Danach wurden 50 µl des klaren Überstandes der Kulturproben in eine 
weiße 96 Well Platte pipettiert, 50 µl des Reagenz zugefügt und 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die anschließende Bestimmung der Lumineszenz am Luminometer erfolgte mit 
einer Messdauer von einer Sekunde. Nach Zugabe von 50 µl Substratlösung und 10 min 
Inkubation bei Zimmertemperatur wurde erneut unter gleichen Bedingungen gemessen. Ist 
die Lumineszenz der zweiten Messung größer als die der ersten, so gilt die Probe als sicher 
nicht infiziert (siehe dazu auch Herstellerangaben in den „Instructions For Use“, Lonza 2007). 
Im Falle einer Infektion ist die Zellkultur wie in 2.3.1.2 beschrieben über mindestens zwei 
Passagen mit MykoKill zu behandeln. 
2.3.2 Messung von Zellnekrose in Kulturen 
Nach der Behandlung mit Cyclopamin wurde mittels des CytoTox-ONE™ Homogeneous 
Membrane Integrity Assays die Aktivität der Laktatdehydrogenase (LDH) im Medium der 
Zellen bestimmt. LDH wird aus dem Zellinneren freigesetzt, wenn die Zellmembran defekt ist. 
Dies ist bei Nekrose der Fall. Dazu wurden 50 µl Medium abgenommen, in eine schwarze 
96 Well Platte pipettiert und bei Raumtemperatur für 30 min inkubiert. In der Zwischenzeit 
wurde das Reagenz vorbereitet, indem 11 ml Puffer mit dem Substratmix vermischt wurde. 
∑
×




Anschließend wurden 50 µl des Reagenz zu dem Medium hinzugefügt und 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte durch den SpectraMax M5 
Microplate Reader mit Hilfe der Software SoftMax Pro. Bei einer Anregung mit λ = 560 nm 
erfolgte die Emissionsmessung bei λ = 590 nm und normaler Sensitivität. Die gemessene 
Intensität ist proportional zur Anzahl nekrotischer Zellen. 
2.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford 
Durch die Bradford-Methode kann die Proteinkonzentration einer Lösung anhand einer 
Eichkurve bestimmt werden. Dabei reagiert der Farbstoff Coomassie-Blau mit basischen 
Aminosäuren und ergibt ein Absorptionsmaximum bei λ =  595 nm. Vor der Analyse mussten 
die Zellen lysiert werden. Dazu wurden sie mit 0,5 ml 50 mM TrisHCl (pH 7,4) behandelt und 
anschließend mit einem Gummischaber vorsichtig mechanisch abgelöst. Anschließend 
wurden die Zellen mittels Ultraschall über eine Dauer von 7,5 min am Bioruptor im Intervall 
von 30 Sekunden vollständig aufgeschlossen. Von dem Zelllysat wurden nun 10 µl in 
Dreifachbestimmung in eine farblose 96 Well Platte gegeben. Weiterhin wurden ebenfalls in 
Dreifachbestimmung 10 µl aqua dest. als Leerwert und jeweils 10 µl 0,1 mg/ml; 0,25 mg/ml; 
0,5 mg/ml; 0,75 mg/ml und 1 mg/ml Standardproteinlösung pipettiert. Nach Zugabe von 
200 µl Bradford-Reagenz je Well erfolgte eine Inkubation bei Zimmertemperatur über 
mindestens 5 min. Schließlich wurde mit Hilfe der Software SoftMax Pro die Absorption bei 
λ = 595 nm am SpectraMax M5 gemessen und über die Eichkurve die Proteinkonzentration 
bestimmt. 
2.3.4 Bestimmung von metabolischer Aktivität und Zellproliferation  
Zur Bestimmung der Zellvitalität und Proliferation nach Behandlung der Zellen mit 
Cyclopamin wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay verwendet. Dieser 
beruht auf der Messung der ATP-Konzentration, die die Anwesenheit von metabolisch 
aktiven Zellen kennzeichnet.  
Vorbereitend wurde das Reagenz hergestellt, indem Substrat und Puffer zusammengegeben 
und kurz mit dem Vortexer gemischt wurden. Die zu messenden Zellen wurden vorher in 
weißen 96 Well Platten mit klarem Boden mit einer Dichte von 5000 Zellen/Well in 200 µl 
DMEM (high glucose) kultiviert und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO 2 inkubiert.  Für die 
Bestimmung der ATP-Konzentration wurde das Medium abgenommen und 100 µl frisches 
Medium und 100 µl des Reagenzes in jedes Well gegeben. Nachfolgend wurden die Zellen 
für 2 min auf dem Horizontalschüttler bei 80 rpm lysiert. Anschließend wurde nach 10 min 
Inkubation bei Raumtemperatur die Lumineszenz mit einer Integrationszeit von einer 
Sekunde am Luminometer mit der Software Simplicity bestimmt. Die gemessene 
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Lumineszenz ist proportional zur im Zelllysat vorhandenen ATP-Konzentration und gibt 
Aufschluss über die vorher vorhandenen vitalen Zellen. 
2.3.5 Transiente Transfektion 
Bei der transienten Transfektion wird ein Plasmid für einen begrenzten Zeitraum in 
eukaryotische Zellen eingebracht. Vorbereitend dafür wurden die Zellen auf 6 Well Platten zu 
je 200.000 Zellen pro Well in 1 ml DMEM Medium abgesetzt. Nach ca. 20 h Inkubation bei 
37,5 °C und 5 % CO 2 wurde das Medium gewechselt und nach weiteren vier Stunden 
erfolgte die Transfektion. Zur Herstellung des Transfektionsagens wurden für eine 6-fach 
Bestimmung 2 µg DNA, 200 µl serumfreies Medium und 4 µl Turbofect (Fermentas) 
gemischt und anschließend bei Zimmertemperatur für 20 min inkubiert. Für die Transfektion 
wurden pro Well 30 µl dieses Transfektionsagens tropfenweise und unter leichtem 
Schwenken der Platte hinzugegeben. Dies entspricht 0,3 µg DNA pro well. Die Zellen 
wurden in Gegenwart des Transfektionsansatzes für vier Stunden inkubiert und nachfolgend 
ein Medienwechsel mit 1 ml DMEM durchgeführt. 
2.3.6 Aussäen transfizierter Zellen in verschiedenen Zelldichten 
Für die Experimente, bei denen der Einfluss der Zelldichte auf die Transkriptionsaktivität 
untersucht werden sollte, wurden die Zellen vor dem Aussäen transfiziert. So konnten 
Ergebnisse, die auf unterschiedliche Transfektionseffizienzen durch verschiedene Dichten 
zurück zu führen sind, ausgeschlossen werden. Hierzu wurden 1,8 Mio. Zellen in einer 
75 cm² Zellkulturflasche über Nacht kultiviert. Vier Stunden vor der Transfektion wurde ein 
Medienwechsel mit 10 ml DMEM (high Glucose) durchgeführt. Anschließend wurde ein 
Transfektionsansatz mit 3 µg DNA pro Flasche wie in 2.3.5 beschrieben hergestellt und 
300 µl des Ansatzes unter leichtem Schwenken in die Kulturflasche getropft. Nach vier 
Stunden Inkubation erfolgte ein weiterer Medienwechsel und nach 24 h wurden die 
transfizierten Zellen wie in 2.3.1.2 beschrieben mit Hanks -/- und Accutase abgelöst, 
ausgezählt und in der gewünschten Dichte auf 6 Well Platten ausgesät. 
2.3.7 Messung der Luciferase-Aktivität 
Um die Aktivität der Gaussia-Luciferase zu messen, ist es nicht nötig, die Zellen zu lysieren, 
da es sich um ein sekretiertes Protein handelt. Für die Messung wurden jeweils 10 µl 
Überstand pro Well in Doppelbestimmung abgenommen, auf eine weiße 96 Well Platte 
gegeben und bei Zimmertemperatur für 20 min inkubiert. Anschließend wurde mit dem 
Luminometer Orion II und der Software Simplicity die Luciferase-Aktivität gemessen. Hierzu 
wurden pro Well 50 µl des Gaussia-Reagenzes (10 µl Coelenterazin/1 ml einfach 
konzentrierter Gaussia-Puffer) durch das Luminometer in die einzelnen Kavitäten injiziert und 
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die Aktivität mit 0,5 Sekunden Verzögerung über einen Zeitraum von einer Sekunde 
gemessen. 
2.3.8 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Messwerte erfolgte mit den Softwareprogrammen Microsoft 
Excel 2003 und Origin Pro (Version 8). Zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den 
Stichproben wurde der t-Test angewendet. Dabei wurde ein zweiseitiger Test durchgeführt, 
der von ungleichen Varianzen der beiden Stichproben ausgeht. Das Signifikanzniveau α 
betrug 0,05. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Einfluss der Plasmidpräparation auf das Expressionsverhalten 
Die Detektion der Aktivität der Zielgene des Hh-Signalweges sollte mit Hilfe von 
Reporterplasmiden erfolgen. Plasmid-DNA kann in verschieden Konfigurationen vorliegen: 
der „open-circular“ (OC), der linearen oder der „supercoiling“ (SC) Form. Diese 
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Transfektionseffizienz, wobei die der SC Struktur höher 
ist, als die der anderen beiden Formen (Remaut et al. 2006). 
Um zu überprüfen, in welcher Konfiguration die Plasmide vorliegen, wurde eine 
Gelelektrophorese mit 0,8 % Agarosegel und 1 µg DNA pro Tasche durchgeführt. Da die OC 
Form einen Einzelstrangbruch besitzt, hat sie eine niedrigere Wanderungsgeschwindigkeit 
und erscheint im Bandenmuster mit einer geringeren Laufweite als die kompakte SC 
Struktur. Ein solches Agarosegel ist in Abbildung 5 dargestellt. 
 
Abbildung 5: Verschiedene Plasmidpräparationen im Agarosegel 
Gezeigt sind unterschiedliche Plasmidpräparationen, aufgetrennt durch Gelelektrophorese. Die Bande bei ca. 3000 bp zeigt 
Plasmide, die in der SC Form vorliegen, die Bande bei 6000 bp stellt Plasmide in der OC Form dar. bp – Basenpaare; CON – 
Concatenane und andere Formen; OC – „open circular“ Form; SC – „supercoiled“ Form 
Die Konfiguration aller neu präparierten Plasmide wurde auf diese Weise überprüft. Wenn 
eine Präparation einen zu hohen Anteil an der OC Form zeigte (z.B. Präparationen 2, 6 und 
8 in Abb. 5), wurde die Präparation erneut durchgeführt. Um eine gleichmäßige 
Transfektionseffizienz zu gewährleisten, fanden für die nachfolgenden Experimente 
ausschließlich Plasmide, die hauptsächlich in der SC Form vorlagen, Verwendung (z.B. 
Präparationen 1, 3, 4, 5 und 7 in Abb. 5). 
Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Plasmidpräparation zu beachten ist, ist die 
Anwesenheit von Endotoxinen. Diese sind Bestandteile der Lipopolysaccaride, welche in der 
äußeren Zellmembran gram-negativer Bakterien lokalisiert sind. Sie sind unter anderem in 
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der Lage, den NF-κB Transkriptionsfaktor zu aktivieren. Es gibt Hinweise, dass ein Zielgen 
von NF-κB der Promotor der Sequenz des Hh-Proteins ist (Kasperczyk et al. 2009). 
Um den Einfluss von Endotoxinen auf die Expression der Luciferase zu überprüfen, wurden 
die Plasmide einmal auf herkömmliche Weise, also ohne Berücksichtigung eventueller 
Verunreinigungen durch Endotoxine und einmal mit einem speziellen endotoxinfreien Kit 
präpariert (siehe Kapitel 2.2.3). Die Plasmide wurden anschließend in Zellen der 
Glioblastomzelllinie T98G mit 30 µg DNA pro Well transfiziert. Es erfolgte jeweils eine 6-fach 
Bestimmung in 6 Well Platten mit je 150.000 Zellen/well. Die Messung der Luciferaseaktivität 
erfolgte 20 h nach der Transfektion. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. 
  
Abbildung 6: Einfluss der Plasmidpräparation auf die Luciferaseaktivität 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität in RLU in Abhängigkeit von den verwendeten Plasmidkonstrukten. Dabei wurde das 
Plasmid jeweils herkömmlich (ohne Beachtung von Endotoxinen) und endotoxinfrei präpariert. Die herkömmlich präparierten 
Plasmide zeigen eine deutlich verminderte Luciferaseaktivität. a) pT81_GliB-Konstrukte b) pT109_GliB-Konstrukte; RLU –
„relative light units“; ** p < 0,01  
Wie in der Grafik gezeigt, ist die Expression der Luciferase bei den endotoxinfrei präparierten 
Plasmiden signifikant höher als bei den Plasmiden, die nach der herkömmlichen Methode 
präpariert wurden. 
Die Luciferaseaktivität der endotoxinfreien Präparation zeigt gegenüber der herkömmlichen 
Präparation folgende Erhöhung: pT81_GliB_mut +1490 %, pT81_GliB +120 %, 
pT109_GliB_mut +66 % und pT109_GliB +27 %. 
Außerdem gibt es große Unterschiede in den Steigerungsfaktoren (Verhältnis von 
Reporterplasmid zum Referenzplasmid mit mutierten Bindungsstellen) zwischen den 
verschiedenen Präparationen. Diese Ergebnisse zeigt Tabelle 2. 
Tabelle 2: Steigerungsfaktoren der Luciferaseaktivität bei verschiedenen Plasmidpräparationen 
Vektoren herkömmliche Präparation endotoxinfreie Präparation 
pT81_GliB/pT81_GliB_mut 1763 % ± 244 % 247 % ± 41 % 
pT109_GliB/pT109_GliB_mut 
  201 % ±   19 % 154 % ± 17 % 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass Endotoxine möglicherweise die Expression der Luciferase 
beeinflussen (siehe Diskussion, Kapitel 4.2). Aufgrund dieser Tatsache wurden für alle 
nachfolgenden Experimente ausschließlich endotoxinfrei präparierte Plasmide verwendet. 
3.2 Evaluation der Gli Reportergen-Konstrukte 
Um zu überprüfen, ob in den zu untersuchenden Zellen eine von Gli vermittelte 
Transkriptionsaktivierung vorliegt, wurden Reportergene konstruiert. Diese enthielten zwei 
verschiedene Promotoren (pT109 und pT81). Diese Promotoren kontrollieren die Expression 
der Gaussia Luciferase und stehen selbst unter der regulatorischen Kontrolle von DNA-
Sequenzen mit Bindungsmotiven für Transkripionsfaktoren der Gli-Familie. 
Die beiden Vektorsysteme pT81_GliB und pT109_GliB unterscheiden sich nur in einer 
Enhancersequenz, die die pT109_GliB-Konstrukte zusätzlich beinhalten. So können 
inhibitorische Effekte, wie sie bei der Aktivität von Gli3 zu erwarten sind, mit den 
pT109-Konstrukten besser detektiert werden, da diese eine höhere Grundaktivität als die 
pT81-Konstrukte aufweisen. 
Zur Überprüfung der Funktionalität der Reporterplasmide wurden sie zusammen mit 
Expressionsplasmiden cotransfiziert. Für diesen Versuch wurden Expressionsplasmide für 
den aktivierenden Transkriptionsfaktor Gli1 (hGli – h für „human“) und den reprimierenden 
Transkriptionsfaktor Gli3 (hGli3) cotransfiziert. 
Für diesen Versuch fanden wiederum Zellen der Glioblastomzelllinie T98G Verwendung. Die 
Zellen wurden mit einer Dichte von 200.000 Zellen/Well auf einer 6 Well Platte ausgesät. 
Nach 24 h wurden sie mit einem Plasmidgemisch aus 0,15 µg DNA des Reporterplasmids 
bzw. des jeweiligen Referenzplasmids und 0,15 µg DNA des Expressionsplasmids (bezogen 
auf ein well) transfiziert. Die Messung der Luciferaseaktivität erfolgte 24 h und 48 h nach 
Transfektion. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. 
  
Abbildung 7: Luciferaseaktivität nach Cotransfektion der Expressionsplasmide hGli1 und hGli3 
Gezeigt ist die Luciferaseaktivität in % zum Referenzplasmid in Abhängigkeit vom verwendeten Vektorsystem und 
cotransfizierten Expressionsplasmid. Nach Cotransfektion von hGli1 steigt die Luciferaseaktivität deutlich an, nach 
Cotransfektion von hGli3 steigt sie gering oder ist vermindert. a) Aktivität nach 24 h b) Aktivität nach 48 h; ** p < 0,01 
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Wie in der Abbildung gezeigt, beträgt der Steigerungsfaktor der Luciferaseaktivität nach 24 h 
bei Cotransfektion von hGli1 bei pT81_GliB 4034 % (± 676 %) und bei pT109_GliB 2656 % 
(± 318 %). Vergleicht man die Vektoren untereinander, so ist die Steigerung bei pT81_GliB 
etwa 1,5-mal so hoch, wie beim pT109_GliB-Konstrukt. In den mit hGli3 cotranfizierten 
Zellen ist eine Erhöhung der Luciferaseaktivität bei pT81_GliB auf 159 % (± 9 %) 
festzustellen. In den Zellen, die mit dem pT109_GliB-Vektor transfiziert wurden, nimmt die 
Luciferaseaktivität gegenüber dem Referenzplasmid auf 55 % (± 6 %) ab. 
Die Messung nach 48 h zeigt einen ähnlichen Effekt. Hier steigt die Luciferaseaktivität bei 
Cotransfektion von hGli1 bei pT81_GliB auf 9068 % (± 1833 %) und bei pT109_GliB auf 
1928 % (± 127 %) in Bezug zum Plasmid mit den mutierten Bindungsstellen an. Die 
Ergebnisse der Cotransfektion mit hGli3 zeigen bei dem pT81_GliB-Konstrukt nach 48 h 
noch eine Steigerung der Luciferaseaktivität auf 177 % (± 7 %). Die Aktivität in den mit 
pT109_GliB transfizierten Zellen liegt weiterhin bei 59 % (± 5 %). 
Es bleibt also festzuhalten, dass sowohl bei pT81_GliB als auch bei pT109_GliB unter 
Anwesenheit von hGli1 eine gesteigerte Luciferaseaktivität und somit Transkriptions-
aktivierung nachweisbar ist. Wurde hGli3 in die Zellen eingebracht, so zeigt pT81_GliB eine 
gering erhöhte und pT109_GliB eine deutlich verminderte Luciferaseaktivität. 
3.3 Reportergen-Aktivität in Zelllinien und primären Zellen 
Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit die Transkriptionsfaktoren der 
Gli-Familie in primären Zellen von Glioblastoma multiforme aktiv sind. Dazu wurden 
Reporterplasmide konstruiert, deren Transkription durch diese Faktoren beeinflussbar ist. In 
die folgenden Untersuchungen wurden Zellen aus 13 verschiedenen Tumoren und zwei 
Zelllinien einbezogen. Darunter waren 7 Proben aus Primärtumoren und 6 Proben aus 
Rezidiven. Dabei stammten ein Primärtumor und ein Rezidiv vom selben Spender. 
Für das Experiment wurden aus den Gewebeproben wie in 2.3.1.1 beschrieben 
Primärkulturen hergestellt. Anschließend wurden die Zellen für eine 6-fach Bestimmung in 
1 ml DMEM Medium in 6 Well Platten ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO 2 
inkubiert Es wurden unterschiedliche Zelldichten verwendet, um eine gleichmäßige 
Konfluenz sicherzustellen, da die Zellen der verschiedenen Proben stark in ihrer Größe 
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Tabelle 3: Passagen und Dichte der verwendeten Zellen 
Zellen geordnet nach Herkunftsgewebe, GBM – Glioblastoma multiforme 
Zellen Art des Tumors Passage Dichte (Zellen pro well) 
09/05 Primär GBM 18 200.000 
25/06 Primär GBM 15 200.000 
28/06 Primär GBM 16 200.000 
18/07 Primär GBM 9 150.000 
30/09 Primär GBM 9 200.000 
37/09 Primär GBM 7 200.000 
39/09 Primär GBM 5 50.000 
22/06 Rezidiv GBM 5 50.000 
26/06 Rezidiv GBM 6 200.000 
01/07 Rezidiv GBM 9 200.000 
03/07 Rezidiv GBM 6 100.000 
31/07 Rezidiv GBM 6 25.000 
12/08 Rezidiv GBM 5 200.000 
1321N1 Astrozytom-Zelllinie - 200.000 
T98G GBM-Zelllinie - 200.000 
 
Vier Stunden vor der Transfektion wurde ein Medienwechsel durchgeführt. Die Transfektion 
erfolgte anschließend mit 0,3 µg DNA pro well, wie in 2.3.5 beschrieben. Nach vier Stunden 
Inkubation wurde wieder ein Medienwechsel mit 1 ml DMEM durchgeführt. Die Messung der 
Luciferaseaktivität erfolgte 24 h und 48 h nach Transfektion. Eine Übersicht über die 
Ergebnisse ist in Abbildung 8 und 9 dargestellt. 
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Abbildung 8: Luciferaseaktivität in primären Zellen und Zelllinien nach 24 h und 48 h, pT81_GliB-
Konstrukt 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität des Reporterplasmids pT81_GliB in % zum Referenzplasmid nach Transfektion in 
verschiedene Primärzellkulturen und Zelllinien. Die Balken zeigen die Messwerte nach 24 h bzw. 48 h. * p < 0,05; ** p < 0,01 in 
Bezug zum Referenzplasmid (entspricht 100 % Luciferaseaktivität) zu mindestens einem der Zeitpunkte 
Wie in der Grafik abgebildet, zeigen 8 der 15 mit dem Reporterplasmid pT81_GliB 
transfizierten Proben eine Erhöhung der Luciferaseaktivität gegenüber dem 
Referenzplasmid. Bei drei Proben ist eine Abnahme und bei weiteren vier Proben keine 
signifikante Veränderung der Aktivität in Bezug zur Referenz festzustellen.  
Es lassen sich auch Unterschiede in der Höhe des Anstiegs der Aktivität feststellen. So ist in 
5 Proben eine moderate Steigerung auf rund 120 % - 150 % auszumachen. Die Proben der 
Zelllinie T98G sowie der Primärkulturen 25/06 und 30/09 zeigen hingegen eine deutliche 
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Tabelle 4: Zellen mit Steigerung der Luciferaseaktivität nach Transfektion von pT81_GliB 
Zellen 24 h-Messwert 48 h-Messwert 
T98G 296 % ± 25 % 318 % ± 29 % 
25/06 328 % ± 40 % 404 % ± 73 % 
30/09 283 % ± 31 % 328 % ± 32 % 
37/09 138 % ±   7 % 146 % ± 17 % 
1321N1 138 % ± 16 % 140 % ± 17 % 
18/07 132 % ± 19 % 117 % ± 30 % 
03/07 105 % ± 20 % 129 % ± 16 % 
31/07 116 % ± 12 % 111 % ± 10 % 
 
Einen signifikanten Unterschied zwischen 24 h und 48 h-Wert ist ausschließlich bei den 
primären Zellen 25/06 festzustellen. Dort erhöht sich der Wert der Luciferaseaktivität nach 
48 h um das 1,4-fache bezogen auf den 24 h-Wert. In den meisten anderen Zellen ist eine 
Erhöhung der Mittelwerte der Aktivität nach 48 h im Vergleich zur 24 h-Messung 
nachzuweisen. In drei der Zellkulturen ist eine Abnahme der Luciferaseaktivität in Bezug zum 
Referenzplasmid zu beobachten. Dies ist sowohl nach 24 h als auch nach 48 h der Fall. 
Dabei zeigten die Zellen 09/05 nach 48 h mit 69 % die größte Abnahme. In den restlichen 
Zellen betrug die Luciferaseaktivität etwa 80 % der Aktivität des Referenzplasmids. Die 
Ergebnisse der Messungen zeigt Tabelle 5. 
Tabelle 5: Zellen mit Abnahme der Luciferaseaktivität nach Transfektion von pT81_GliB 
Zellen 24 h-Messwert 48 h-Messwert 
09/05 91 % ±   9 % 69 % ±   7 % 
28/06 78 % ±   9 % 76 % ± 13 % 
39/09 80 % ± 10 % 87 % ±   6 % 
 
Bei diesen Proben zeigten lediglich die Zellen der Primärkultur 09/05 einen signifikanten 
Unterschied zwischen der 24 h und der 48 h-Messung. Die Luciferaseaktivität nimmt 
innerhalb dieser Zeit um 22 % ab. Bei den anderen Kulturen ist keine Tendenz zwischen den 
beiden Messungen ersichtlich. 
Um einen inhibitorischen Effekt von Gli3 nachzuweisen wurden die Kulturen in gleicher 
Passage und Dichte mit den pT109_GliB-Konstrukten transfiziert. Dies sollte vor allem 
eventuell vorhandene Aktivitäten in den Kulturen, die bei den pT81_GliB-Konstrukten weder 
einen Anstieg noch eine Abnahme der Luciferaseaktivität zeigten, besser darstellen. Die 
Ergebnisse dieser Messungen zeigt Abbildung 9. 
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Abbildung 9: Luciferaseaktivität in primären Zellen und Zelllinien nach 24 h und 48 h, pT109_GliB-
Konstrukt 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität des Reporterplasmids pT109_GliB in % zum Referenzplasmid nach Transfektion in 
verschiedene Primärzellkulturen und Zelllinien. Die Balken zeigen die Messwerte nach 24 h  bzw. nach 48 h. * p < 0,05; 
** p < 0,01 in Bezug zum Referenzplasmid (entspricht 100 % Luciferaseaktivität) zu mindestens einem der Zeitpunkte 
Die Grafik zeigt, dass nach Transfektion des pT109_GliB-Konstruktes bei 6 der 15 Proben 
ein Anstieg der Luciferaseaktivität zu verzeichnen ist. Zwei Proben lassen eine Abnahme der 
Aktivität erkennen und bei 7 weiteren Proben ist kein Unterschied zwischen Reporter- und 
Referenzplasmid festzustellen. In Tabelle 6 sind die Messwerte der Zellen, die eine 
Steigerung der Luciferaseaktivität zeigen, dargestellt. 
Tabelle 6: Zellen mit Steigerung der Luciferaseaktivität nach Transfektion von pT109_GliB 
Zellen 24 h-Messwert 48 h-Messwert 
30/09 244 % ± 26 % 219 % ± 26 % 
25/06 195 % ± 34 % 189 % ± 31 % 
37/09 167 % ± 33 % 161 % ± 35 % 
03/07 135 % ± 42 % 130 % ± 28 % 
T98G 125 % ± 10 % 122 % ±   7 % 
1321N1 
  94 % ±   8 % 129 % ± 11 % 
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In dieser Gruppe lassen sich wiederum Zellen mit einem starken Anstieg auf ca. 200 % und  
Zellen, die nur eine geringe Erhöhung auf 120 % - 160 % der Aktivität des Referenzplasmids 
vorweisen, unterscheiden. Ersteres betrifft die Zellen 25/06 und 30/09 und letzteres die 
beiden Zelllinien sowie die Zellen 37/09 und 03/07. Bei den Zellen, die eine Abnahme der 
Aktivität zeigen (Messwerte in Tabelle 7), liegen die Zellen 01/07 und 28/06 bei etwa 
50 % - 60 % der Aktivität des Referenzplasmids. 
Tabelle 7: Zellen mit Abnahme der Luciferaseaktivität nach Transfektion von pT109_GliB 
Zellen 24 h-Messwert 48 h-Messwert 
01/07 64 % ± 8 % 73 % ± 8 % 
28/06 54 % ± 8 % 55 % ± 6 % 
 
Bis auf die Zelllinie 1321N1 zeigt keine andere Probe einen signifikanten Unterschied der 
Luciferaseaktivität zwischen der 24 h und der 48 h-Messung. Es ist auch keine Tendenz zu 
beobachten. 
In den folgenden Primärkulturen konnte mit dem pT81_GliB-Konstrukt keine Änderung der 
Luciferaseaktivität in Bezug zum Referenzplasmid festgestellt werden: 26/06, 12/08; 22/06 
und 01/07. Nach der Transfektion mit dem Reporterplasmid pT109_GliB konnte hingegen in 
den Zellen von 01/07 eine eindeutige Aktivitätsminderung der Luciferase in Bezug zur 
Referenz festgestellt werden. Bei den anderen drei Kulturen zeigte sich, wie auch mit dem 
pT81_GliB-Konstrukt, keine Veränderung der Aktivität. Zusammenfassend für beide 
Plasmidkonstrukte gilt also für alle 15 Proben die in Abb. 10 dargestellte Verteilung. 
 
Abbildung 10: Übersicht über die Veränderung der Luciferaseaktivität 
Wie in der Abbildung gezeigt, ist bei 8 von 15 Proben eine Erhöhung der Luciferaseaktivität 
in Bezug zum Referenzplasmid festzustellen. Bei vier Proben nimmt die Aktivität ab und bei 
den restlichen drei Proben ist keine Aktivitätsänderung nachweisbar. 
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3.4 Untersuchungen zur Sekretion des Hh-Proteins 
Da die in einigen Zellen beobachtete erhöhte Aktivität des Reporterplasmids pT81_GliB auf 
eine gesteigerte Aktivierung des Hh-Signalweges hinweist, stellt sich die Frage nach den 
zugrunde liegenden regulatorischen Mechanismen. Es lag die Vermutung nahe, dass sich 
die Zellen durch das Sezernieren von Hh-Protein im Zuge einer autokrinen Stimulation 
wechselseitig aktivieren. Unter der Annahme, dass die Konzentration von Hh-Protein eine 
Funktion der Anzahl sezernierender Zellen ist, wurde die Frage gestellt, ob die Aktivität des 
Reporterplasmids pT81_GliB von der Zelldichte der transfizierten Zellen abhängt. Um diese 
Frage zu beantworten, wurden Zellen der Linie T98G transfiziert, in verschiedenen 
Zelldichten ausgesät und die Luciferaseaktivität gemessen.  
Es wurden Zellen der Linie T98G verwendet, da diese eine hohe Luciferaseaktivität zeigten 
(siehe 3.3) und die Eigenschaften einer Zelllinie besitzen. Der Versuch wurde in 6-fach 
Bestimmung in 6 Well Platten durchgeführt. Für die Transfektion wurden vier 75 cm2 
Flaschen mit je 1,8 Mio. Zellen in 10 ml DMEM vorbereitet und über Nacht inkubiert. Vier 
Stunden vor Transfektion erfolgte ein Medienwechsel mit 10 ml. Die Transfektion selbst 
wurde mit den pT81_GliB und pT81_GliB_mut durchgeführt. Dazu wurden 6 µg DNA pro 
Flasche mit 600 µl SFM und 12 µl Turbofect wie unter 2.3.6  vorbereitet und anschließend 
transfiziert. Nach vier Stunden Inkubation erfolgte ein Medienwechsel. 24 h später wurden 
die Zellen in einer Dichte von 25.000, 50.000, 100.000 und 200.000 Zellen/Well in jeweils 
1 ml DMEM ausgesät. Die Messung der Luciferaseaktivität erfolgte 24 h bzw. 48 h nach dem 
Absetzen. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 11. 
  
Abbildung 11: Luciferaseaktivität bei verschiedenen Zelldichten 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität in Abhängigkeit von der Zelldichte. Die absolute Luciferaseaktivität nimmt mit steigender 
Zelldichte zu (a), die relative Aktivität bleibt von der Zelldichte unbeeinflusst (b). a) absolute Luciferaseaktivität in RLU b) relative 
Luciferaseaktivität in % zum Referenzplasmid; RLU – „relative light units“ 
In Abbildung a) ist zu sehen, dass die absolute Luciferaseaktivität exponentiell mit höherer 
Zelldichte zunimmt. Dies ist sowohl bei dem Referenzplasmid als auch bei dem 
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Reporterplasmid der Fall. Die Aktivität nach 48 h ist bei beiden Plasmiden höher als nach 
24 h. Berechnet man die relative Luciferaseaktivität (Abb. 11b), so ist kein Unterschied 
zwischen den einzelnen Zelldichten erkennbar. Es gibt ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied zwischen den beiden Messzeitpunkten. Dieses Ergebnis sprach gegen die 
Überlegung, dass die erhöhte Aktivität des Reporterplasmids pT81_GliB gegenüber der des 
Referenzplasmids pT81_GliB_mut in T98G Zellen auf eine erhöhte Konzentration von Hh-
Protein im Medium zurückzuführen ist. Um diese Überlegung abschließend zu falsifizieren, 
wurden Experimente mit konditioniertem Medium durchgeführt. 
Das konditionierte Medium wurde wie in 2.1.7. beschrieben hergestellt, abgenommen und 
bis zum Gebrauch bei +4 °C gelagert. Die zu transfi zierenden Zellen wurden mit einer Dichte 
von 100.000 Zellen/Well in 1 ml DMEM in einer 6 Well Platte abgesetzt. 20 h nach dem 
Absetzen erfolgte ein Medienwechsel und weitere vier Stunden später wurde die 
Transfektion mit den pT81_GliB-Konstrukten wie in  2.3.5 beschreiben durchgeführt. Nach 
vier Stunden erfolgte ein Medienwechsel mit 1 ml des konditionierten Mediums bzw. frischem 
DMEM. 24 h nach Zugabe des Mediums wurde die Luciferaseaktivität in vierfach-
Bestimmung gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt. 
  
Abbildung 12: Luciferaseaktivität nach Inkubation mit konditioniertem Medium 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität in Abhängigkeit von der Zeit der Konditionierung des Mediums in Stunden. Die absolute 
Luciferaseaktivität sinkt mit zunehmender Konditionierungszeit (a), die relative Luciferaseaktivität bleibt davon unbeeinflusst (b). 
a) absolute Luciferaseaktivität in RLU b) relative Luciferaseaktivität in % zum Referenzplasmid; RLU –„relative light units“ 
Die Grafik 12a) zeigt, dass die Luciferaseaktivität sowohl bei dem Reporterplasmid als auch 
beim Referenzplasmid mit zunehmender Konditionierungszeit abnimmt. Das heißt, in 
unkonditioniertem Medium ist die Luciferaseaktivität am höchsten und erreicht nach 72 h 
Inkubation des Mediums etwa ein Viertel dieses Wertes. Die relative Luciferaseaktivität 
bezogen auf das Referenzplasmid (Abb. 12b) zeigt hingegen keinen signifikanten 
Unterschied zwischen den verschiedenen Konditionierungszeiten. 
Bei beiden Experimenten bleibt die relative Luciferaseaktivität konstant. Damit ist die Aktivität 
der Hh-Zielgene unabhängig von der Zelldichte und Zeit der Konditionierung des Mediums. 
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3.5 Einfluss von Cyclopamin auf die Aktivität von Hh-Zielgenen 
Die in Kapitel 3.4 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine Aktivierung des Signalweges 
über das Hh-Protein im Zuge einer autokrinen Stimulation mit den hier verwendeten 
Methoden nicht nachgewiesen werden konnte. Als weitere Ursache für die erhöhte Aktivität 
des Reporterplasmids kommt ein Defekt auf Rezeptorebene, vor allem des Ptch-Rezeptors, 
in Betracht. Dies soll mittels des Hh-Inhibitors Cyclopamin untersucht werden.  
Cyclopamin ist ein pflanzliches Alkaloid, von dem bekannt ist, dass es den Hh-Signalweg 
hemmt. Es greift direkt am Transmembranrezeptor Smo an und unterbindet dessen Aktivität. 
Dadurch wird der weitere intrazelluläre Signalweg gehemmt und es findet keine durch Gli 
vermittelte Transkription der Hh-Zielgene statt. Dieser Sachverhalt wurde in 
vorangegangenen Arbeiten durch zahlreiche Methoden gezeigt (siehe Einleitung). In den 
folgenden Experimenten wurde mittels transienter Transfektion von mit Cyclopamin 
behandelten Zellen untersucht, ob dieser Stoff einen Einfluss auf die Expression der Gli-
Reportergene hat. Für die Untersuchungen wurden folgende Zellen verwendet: 
Tabelle 8: Mit Cyclopamin behandelte Zellen 
Zellen Luciferaseaktivität (% zum Referenzplasmid) 
nach 24 h (ohne Cyclopamin) 
Passage Dichte 
T98G 296 % (± 25 %) - 200.000 
30/09 283 % (± 40 %) 14 200.000 
25/06 283 % (± 31 %) 20 200.000 
37/09 138 % (±   7 %) 10 50.000 
09/05 
  91 % (±   9 %) 22 50.000 
28/06 
  78 % (±   9 %) 18 100.000 
 
Für das Experiment wurden Zellen benutzt, die eine möglichst unterschiedliche Aktivität des 
Reporterplasmids zeigten. Es wurden drei Proben mit stark und eine Probe mit moderat 
gesteigerter sowie jeweils eine Probe mit unveränderter und verminderter Aktivität 
verwendet. Die Zellen wurden mit den in Tabelle 2 dargestellten Zelldichten auf 6 Well 
Platten ausgesät und mit dem Plasmid pT81_GliB bzw. pT81_GliB_mut transfizert (siehe 
Kapitel 2.3.5). Nach Medienwechsel und anschließend 12-stündiger Inkubation wurde die 
Luciferaseaktivität gemessen. Unmittelbar danach erfolgte ohne erneuten Medienwechsel 
die Zugabe von 10 µl 1 mM Cyclopaminlösung je well, sodass die Endkonzentration 10 µM 
betrug. Zur Kontrolle wurde jeweils eine Platte mit 10 µl DMSO/Well behandelt. Die zweite 
und dritte Messung der Luciferaseaktivität erfolgte in 6-fach Bestimmung 24 h bzw. 48 h 
nach Zugabe von Cyclopamin oder DMSO. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. 





Abbildung 13: Einfluss von Cyclopamin auf die Luciferaseaktivität verschiedener Zellen 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität in % zum Referenzplasmid in Abhängigkeit von der Zeit nach Cyclopamingabe in Stunden, 
wobei 0 h vor Zugabe der Substanzen bedeutet. Verwendet wurden die pT81_GliB-Konstrukte. Nur bei der Zelle 25/06 sinkt die 
Luciferaseaktivität unter Cyclopamin(c). a) T98G b) 30/09 c) 25/05 d) 37/09 e) 09/05 f) 28/06; * p < 0,05 
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Wie die Abbildung zeigt, konnte bei 5 der 6 verwendeten Zellkulturen kein signifikanter 
Unterschied der relativen Luciferaseaktivität zwischen den Zellen, die mit der Kontrolle 
(DMSO) behandelt wurden und den mit Cyclopamin behandelten Zellen festgestellt werden. 
Dies betrifft sowohl die 24 h-Messung als auch die Messung nach 48 h Inkubation mit 
Cyclopamin. Einzige Ausnahme bilden die Zellen des Tumors 25/06. Dort ist eine Abnahme 
der Luciferaseaktivität nach Gabe von Cyclopamin zu beobachten. Nach 24 h sinkt die 
Aktivität in Bezug zu den mit der Kontrolle behandelten Zellen um 17 % des Kontrollwertes. 
Nach 48 h beträgt diese Reduktion sogar 20 %.  
Weiterhin lässt sich kein Unterschied in der Reaktion auf Cyclopamin zwischen den Zellen 
mit initial unterschiedlichen relativen Luciferaseaktivitäten feststellen. Die relative Aktivität 
der Luciferase bleibt bei vier der 6 Proben auch nach Zugabe von Kontrolle oder Cyclopamin 
in etwa auf dem Ausgangsniveau. Bei den Zellen des Tumors 09/05 sinkt die relative 
Luciferaseaktivität sowohl bei der Kontrolle als auch bei den Cyclopamin behandelten Zellen 
nach 24 h und 48 h in Bezug zur initialen Aktivität. Der Unterschied beträgt nach 24 h 19 % 
und nach 48 h 27 %. Ein Anstieg der Luciferaseaktivität ist hingegen bei den Zellen des 
Tumors 25/06 festzustellen. Dort steigt die Aktivität der Kontrolle und der Zellen mit 
Cyclopamin auf Werte, die signifikant höher sind als der Ausgangswert. Dabei erhöht sich 
die relative Luciferaseaktivität der Kontrolle nach 24 h und 48 h auf 145 % des 
Ausgangswertes. Der Anstieg der Aktivität bei den mit Cyclopamin behandelten Zellen fällt 
mit einer Steigerung auf 118 % nach 24 h und 48 h geringer aus. Somit bleibt festzuhalten, 
dass die Behandlung mit Cyclopamin nur bei einer Zellkultur zu Veränderungen der 
Luciferaseaktivität und somit zur verminderten Transkriptionsaktivierung durch Faktoren der 
Gli-Familie führte. 
Interessanterweise zeigten vier der 6 getesteten Zellen bei mindestens einer Messung (24 h 
und/oder 48 h) einen signifikanten Abfall der absoluten Luciferaseaktivität unter Cyclopamin, 
verglichen mit den mit DMSO behandelten Zellen (Kontrolle). Dies konnte sowohl bei Zellen 
die das Reporterplasmid trugen, als auch bei den Zellen, die mit dem mutierten 
Referenzplasmid transfiziert wurden, beobachtet werden. Diese absolute Luciferaseaktivität 
ist in Abb. 14 a) exemplarisch für die Zellen 37/09 nach 48 h dargestellt. Abb. 14 b) zeigt den 
zeitlichen Verlauf der absoluten Luciferaseaktivität am Beispiel der Zellen T98G unter 
Cyclopamin und mit DMSO. Die relative Aktivität der Luciferase blieb von diesem Ergebnis 
unbeeinflusst. 
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Abbildung 14: Absolute Luciferaseaktivität nach Cyclopamingabe 
Abgebildet ist die absolute Luciferaseaktivität der Zellen in RLU der mit Cyclopamin behandelten Zellen und der Kontrolle 
(DMSO). Die absolute Aktivität ist sowohl bei der Referenz als auch bei dem Reporterplasmid unter Einfluss von Cyclopamin 
vermindert. a) 37/09 in Anhängigkeit vom transfizierten Plasmid b) T98G in Abhängigkeit von der Zeit in h; RLU „relative light 
units“; * p < 0,05; ** p < 0,01 
Aufgrund der in Abb. 14 gezeigten Ergebnisse lag die Vermutung nahe, dass Cyclopamin 
möglicherweise einen Effekt auf die Zellvitalität haben könnte. Diese Möglichkeit wurde im 
nächsten Kapitel näher untersucht. 
3.6 Einfluss von Cyclopamin auf die Proliferation und Zellvitalität 
Neben der in Kapitel 3.5 gezeigten Ergebnissen, gibt es auch Hinweise in der Literatur, dass 
Cyclopamin das Tumorwachstum und die Zellvitalität beeinflusst (Wang et al. 2009; Bar et al. 
2007). Es stellte sich die Frage, ob eine Wachstumsinhibition auch unabhängig von einer 
von Gli vermittelten Transkriptionsinaktivierung durch Cyclopamin erfolgt und welchen 
Einfluss Cyclopamin generell auf die Zellvitalität hat. Um dies zu überprüfen, wurden an 
ausgewählten Zellen verschiedene Vitalitätstests durchgeführt. 
Für diese Experimente wurden wiederum Zellen der Glioblastomzelllinie T98G verwendet, da 
Cyclopamin in diesen Zellen keinen Einfluss auf die durch Gli vermittelte Transkription der 
Reporterplasmide hatte. Weiterhin wurden Zellen des Tumors 25/06 verwendet, da diese 
nach Zugabe von Cyclopamin eine Abnahme der Luciferaseaktivität und somit einer 
verminderten Transkription der Reporterplasmide zeigten. Somit wurden zwei Zellkulturen 
gewählt, die zwar beide eine initial hohe Transkription der Reporterplasmide vorwiesen, aber 
unterschiedlich auf die Zugabe des Inhibitors Cyclopamin reagierten. 
Die Zellen wurden jeweils mit einer Dichte von 5000 Zellen/Well in 200 µl DMEM in einer 
weißen 96 Well Platte mit klarem Boden abgesetzt. Nach 24 h erfolgte ein Medienwechsel 
mit 100 µl DMEM und mit 10 µM Cyclopamin bzw. DMSO als Kontrolle. Die Inkubation 
erfolgte über einen Zeitraum von 24 h bzw. 48 h bei 37 °C und 5 % CO 2. 
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Zur Feststellung der metabolischen Aktivität wurde mittels des CellTiter-Glo®Luminescent 
Cell Viability Assays die ATP-Konzentration in den Zellen bestimmt. Dabei wird die ATP-
Konzentration durch Lumineszenzmessung detektiert. Die Konzentration verhält sich linear 
zur Lumineszenz. Anhand der ATP-Konzentration lassen sich Rückschlüsse auf die 
metabolische Aktivität und damit die Vitalität der Zellen ziehen. Die Durchführung erfolgte in 
6-fach Bestimmung wie in 2.3.4 beschrieben. Die Messwerte zeigt Abbildung 15. 
  
Abbildung 15: ATP-Konzentration in den Zellen nach Cyclopamingabe 
Gezeigt ist die Lumineszenz in RLU in Abhängigkeit von der Inkubationszeit nach Cyclopamingabe in Stunden von Kontrolle 
und behandelten Zellen. Bei beiden Zellen sinkt die Lumineszenz nach Zugabe von Cyclopamin. a) T98G b) 25/06; RLU 
„relative light units“; ** p < 0,01 
Wie in der Abbildung dargestellt, ist die Lumineszenz und damit die ATP-Konzentration in 
jedem Fall gegenüber der Kontrolle vermindert. Dabei beträgt die ATP-Konzentration bei den 
Zellen der Linie T98G nach 24 h noch 53 % der Konzentration der Kontrolle und nach 48 h 
nur noch 31 %. Bei den Zellen der Primärkultur 25/06 macht die ATP-Konzentration der mit 
Cyclopamin behandelten Zellen nach 24 h noch 70 % und nach 48 h noch 65 % der 
Konzentration der Kontrolle aus. Weiterhin bleibt festzuhalten, dass es keinen signifikanten 
Unterschied bei den unbehandelten Zellen der Linie T98G zwischen den beiden Messungen 
gibt. Bei allen anderen Messwerten ist eine deutliche Reduktion der ATP-Konzentration nach 
48 h in Bezug zum 24 h-Wert festzustellen. 
Um zu überprüfen, ob die verringerte ATP-Konzentration durch Zytotoxizität und damit dem 
Verlust der Membranintegrität hervorgerufen wurde, erfolgte die Bestimmung der Zellnekrose 
in den Kulturen. Dafür wurde der CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay 
verwendet. Es wurde wie unter 2.3.2 beschrieben vorgegangen und die Aktivität der 
Laktatdehydrogenase im Überstand bestimmt. Dieses Enzym kommt ausschließlich 
innerhalb der Zellen vor und gelangt nur bei defekter Zellmembran ins Medium. Dort kann 
ein Farbstoff umgesetzt und dessen Fluoreszenz gemessen werden. Diese ist proportional 
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zur Anzahl der Zellen mit defekter Zellmembran. Die Ergebnisse der 6-fach Bestimmung sind 
in Abbildung 16 dargestellt. 
  
Abbildung 16: Zellnekrose nach Cyclopamingabe 
Dargestellt ist die Fluoreszenz in RFU in Abhängigkeit von der Inkubationszeit nach Cyclopamingabe in Stunden von Kontrolle 
und behandelten Zellen. Mit Ausnahme der 48 h Messung der Zelllinie T98G ist kein Unterschied zwischen Kontrolle und 
Cyclopamin behandelten Zellen feststellbar. a) T98G b) 25/06; RFU – „relative fluorescence units“; ** p < 0,01 
Wie die Grafik zeigt, ist nach 24 h bei den Zellen der Linie T98G kein Unterschied in der 
Fluoreszenz und damit der LDH-Aktivität im Überstand, zwischen Kontrolle und den mit 
Cyclopamin behandelten Zellen nachweisbar. Gleiches gilt ebenfalls für den 24 h und 48 h 
Messwert der Zellen 25/06. Nach 48 h Inkubation der Zelllinie T98G zeigen die mit 
Cyclopamin behandelten Zellen hingegen eine um 20 % zur Kontrolle erhöhte Fluoreszenz 
und damit LDH-Aktivität im Überstand. Ein signifikanter Anstieg der LDH-Aktivität zwischen 
24 h und 48 h-Messung lässt sich nur in der Kontrollgruppe der Zellen 25/06 feststellen. 
Es bleibt also festzuhalten, dass die Zugabe von Cyclopamin eine Verringerung der 
ATP-Konzentration in den Kulturen bewirkt. Mit Ausnahme der 48 h-Messung der T98G 






Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Hh-Signalweg in Zellen von primären Glioblastomen und 
Zelllinien mit Hilfe transienter Transfektion von Reporterplasmiden untersucht. Der Hh-
Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung und ist verantwortlich für 
verschiedene Wachstums- und Differenzierungsprozesse (Übersicht in Varjosalo & Taipale 
2008). Seine unkontrollierte Aktivität wird mit der Entstehung von verschiedensten 
Tumorarten, wie beispielsweise Prostata- und Pankreaskarzinom sowie der Ausbildung von 
Syndromen, wie dem Goltz-Gorlin-Syndrom in Verbindung gebracht. Unter anderem wurde 
diese erhöhte Aktivität auch in Glioblastoma multiforme, dem aggressivsten Hirntumor des 
Menschen, festgestellt (Kinzler et al. 1987). Zur Untersuchung des Signalweges waren 
Reporterplasmide konstruiert worden, die die Aktivität von Transkriptionsfaktoren der Gli-
Familie, den Effektoren des Hh-Signalweges, detektieren sollen. Weiterhin wurden Analysen 
mit dem Inhibitor der Hh-Signaltransduktion Cyclopamin durchgeführt. Ziel dieser Arbeit war 
es, die Aktivität der Gli-Transkriptionsfaktoren, im speziellen von Gli1 und Gli3 in primären 
Glioblastomkulturen nachzuweisen. 
4.2 Einfluss von Endotoxinen auf den Hh-Signalweg 
Es gibt Hinweise, dass Endotoxine einen Einfluss auf die Aktivität des Hh-Signalweges 
haben, da sie in der Lage sind, den NF-κB Transkriptionsfaktor zu aktivieren. Es wird 
vermutet, dass dieser an die Promotorsequenz des Gens für das Hh-Protein bindet und 
somit dessen Transkription fördert (Kasperczyk et al. 2009). 
Aus diesem Grund wurden die verwendeten Reporterplasmide endotoxinfrei präpariert und 
deren Luciferaseaktivität nach Transfektion mit der Aktivität herkömmlich präparierter 
Plasmide verglichen. Dabei zeigten die Zellen mit den herkömmlich präparierten Plasmiden 
eine höhere Expression, als die Zellen mit den endotoxinfreien Plasmiden Das lässt darauf 
schließen, dass in den Zellen mit Endotoxinen eine höhere Transkriptionsaktivierung durch 
Gli1 stattfindet. Diese könnte durch eine gesteigerte Aktivität des Hh-Signalweges, 
beispielsweise induziert durch das Hh-Protein, bedingt sein. Das legt die Vermutung nahe, 
dass auch das Hh-Protein in einer höheren Konzentration in den Zellen vorkommt. Falls eine 
höhere Konzentration an Hh-Protein vorläge, würde das die These von Kasperczyk et al. 
2009 unterstützen. Diese besagt, dass der NF-κB-Faktor, der durch Endotoxine aktiviert 
wird, die Transkription des Hh-Gens beeinflusst. 
Außerdem bleibt festzuhalten, dass die Steigerung der Luciferaseaktivität bei den 
pT109_GliB-Konstrukten geringer ausfällt, als bei den pT81_GliB-Konstrukten. Ursache 
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hierfür ist vermutlich, dass bei den pT109_GliB Reporterplasmiden durch die vorhandene 
Enhancer-Sequenz im Promotor auch unabhängig von einer Hh-Signal Aktivität bereits eine 
hohe Transkriptionsrate vorliegt.  
Weiterhin war zu erkennen, dass in den Zellen, die die nicht endotoxinfrei präparierten 
Plasmide enthielten, die absolute Luciferaseaktivität generell geringer war, als in den Zellen, 
die mit den endotoxinfrei präparierten Plasmiden transfiziert worden waren. Mögliche 
Ursache hierfür ist eine Zellschädigung durch die Endotoxine, was zu einer geringeren 
Zellvitalität und somit verminderten Transkriptionsaktivität führen könnte.  
Die vorliegenden Daten legen nahe, dass die endotoxinfrei präparierten Plasmide eine 
stärkere Expression zeigen und zudem eine Beeinflussung der Hh-Signaltransduktion durch 
nicht endotoxinfreie Plasmide wahrscheinlich ist. Daher wurden für die folgenden 
Experimente nur endotoxinfrei präparierte Plasmide verwendet und keine weiteren 
Untersuchungen durchgeführt. 
Um die Frage nach dem Einfluss von Endotoxinen auf den Hh-Signalweg abschließend zu 
klären, sollte die Transkriptionsaktivierung durch direkte Zugabe von Endotoxinen gemessen 
werden. Weiterhin ist es möglich, den Fokus auf die quantitative Analyse von Hh in 
Gegenwart von Endotoxinen zu richten. Dies kann beispielsweise durch real-time qRT-PCR 
erfolgen. 
4.3 Evaluation der Gli-Reportergenkonstrukte 
Zur Überprüfung der Funktionalität der Reporterplasmide wurden Expressionsplasmide für 
die Transkriptionsfaktoren hGli1 und hGli3 cotransfiziert. In den Zellen, in die der 
aktivierende Transkriptionsfaktor hGli1 cotransfiziert wurde, zeigte sich eine deutliche 
Steigerung der Luciferaseaktivität, sowohl bei pT81_GliB als auch bei pT109_GliB. Dies 
bestätigt die Funktion der Reporterplasmide, bei Präsenz des Aktivators Gli1 die Expression 
der Reportergene mit Gli Bindungsmotiven zu verstärken. Die Steigerung der 
Luciferaseaktivität des Reporterplasmids pT81_GliB ist, wie bereits im vorherigen 
Experiment beobachtet, höher als die Aktivitätssteigerung des pT109_Gli_B-Konstruktes. 
Ursache hierfür könnte die höhere Grundaktivität des pT109-Konstruktes sein.  
Nach Cotransfektion des reprimierenden Transkriptionsfaktors hGli3 zeigen die Zellen mit 
dem Reporterplasmid pT109_GliB eine Abnahme der Luciferaseaktivität. Hier bindet der 
Repressor an das Gli-Bindungsmotiv und inhibiert somit die Transkription des 
Luciferase-Gens. Dieses wird durch die Enhancer-Sequenz sonst verstärkt exprimiert. In den 
Zellen mit dem Reporterplasmid pT81_GliB zeigt sich eine geringe Erhöhung der 
Luciferaseaktivität nach Cotransfektion von hGli3. Diese ist aber nicht so hoch, wie die 
Steigerung nach Cotransfektion von hGli1. Spätere Experimente zeigten, dass bei der hier 
verwendete Zelllinie T98G auch ohne Cotransfektion eine Zunahme der Aktivität feststellbar 
Analyse der Gli-Reportergenaktivität in Glioblastomkulturen 
46 
war. Dies deutet auf ein Vorhandensein des Transkriptionsfaktor Gli1 hin. Vermutlich 
konkurriert dieser Transkriptionsfaktor mit dem cotransfiziertem hGli3 um die Bindungsstellen 
am Reporterplasmid, sodass die Transkription des Reporterplasmids zwar vermindert (von 
rund 300 % auf 160 %), aber in Bezug zum Plasmid mit den mutierten Bindungsstellen nicht 
reprimiert werden kann. Dies ist bei dem Reporterplasmid pT109_GliB nicht der Fall, da dort 
die Steigerung bei der Zelllinie T98G nur bei rund 125 % liegt. In Abb. 17 ist die 
Luciferaseaktivität nach Cotransfektion der Expressionsplasmide unter Berücksichtigung der 
Grundaktivität in T98G Zellen dargestellt. 
  
Abbildung 17: Luciferaseaktivität nach Cotransfektion der Expressionsplasmide unter Berücksichtigung 
der Grundaktivität der Zellen 
Gezeigt ist die Luciferaseaktivität in % der Grundaktivität der Zelllinie T98G in Abhängigkeit vom verwendeten Vektorsystem 
und cotransfizierten Expressionsplasmid. Nach Cotransfektion von hGli1 steigt die Luciferaseaktivität an, nach Cotransfektion 
von hGli3 sinkt sie ab.  a) Aktivität nach 24 h b) Aktivität nach 48 h; ** p < 0,01 
An den gezeigten Ergebnissen wird deutlich, dass hGli1 mit einer gesteigerten und hGli3 mit 
einer verminderten Expression der Reporterplasmide einher geht. Das heißt, die 
konstruierten Plasmide sind geeignet, eine Aktivierung oder Repression der Transkription 
durch Faktoren der Gli Familie zu detektieren.  
4.4 Analyse der Gli-Reportergenaktivität in Glioblastomkulturen 
Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob in primären Glioblastomkulturen und Zelllinien 
von malignen Gliomen Gene mit Gli responsiblen Elementen über diese aktiviert werden 
können. Daraus sollte abgeleitet werden, inwieweit Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie in 
diesen Zellen aktiv sind. Zu diesem Zweck waren Reportergene konstruiert worden, die, je 
nach Transkriptionsfaktor mit einer Steigerung oder Verminderung der Luciferaseaktivität auf 
deren Bindung ansprachen (siehe Kapitel 4.3). Für diese Untersuchungen wurden insgesamt 
15 Kulturen verwendet, darunter zwei Zelllinien. 
Es zeigte sich, dass bei insgesamt 8 von 15 Proben eine Steigerung der Luciferaseaktivität 
zu messen war. Das heißt, in diesen Kulturen findet eine Aktivierung der Transkription über 
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Gli-responsible Elemente, vermutlich durch den Transkriptionsfaktor Gli1, statt. Dabei ließen 
sich zwei Gruppen unterscheiden: Zellen, deren Aktivitätssteigerung bei rund 300 % lag und 
Zellen, die nur eine geringe Steigerung auf durchschnittlich 150 % zeigten. Das könnte ein 
Hinweis darauf sein, dass Gli1 oder andere aktivierende Gli-Faktoren in unterschiedlichen 
Konzentrationen in den Zellen vorhanden sind.  
In drei weiteren Proben ist weder ein Anstieg noch eine Verminderung der Luciferaseaktivität 
nachweisbar. Das heißt, in diesen Kulturen ist eine Hh vermittelte Regulation der 
korrespondierenden Zielgene unwahrscheinlich. Es ist aber auch denkbar, dass Gli1 und 
Gli3 zusammen in etwa gleichen Konzentrationen im Zellkern vorkommen und sich ihre 
Effekte auf die Transkription der Reporterplasmide gegenseitig aufheben. Um diese Frage zu 
klären, müssten in nachfolgenden Arbeiten Westernblots oder immunhistochemische 
Untersuchungen durchgeführt werden. 
Eine Verminderung der Luciferaseaktivität konnte bei 4 von 15 Kulturen festgestellt werden. 
Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass Gli3 in diesen Zellen aktiv ist. Diese Beobachtung 
stützen auch die Daten von Shahi et al. (2008), die in einer Reihe von Gliomzelllinien, 
inklusive solcher aus Glioblastomen, die Expression von Gli3 mittels qRT-PCR nachweisen 
konnten. Interessanterweise ist bei drei Proben (01/07, 28/06, 09/05) die Abnahme der 
Luciferaseaktivität in den Glioblastomkulturen ähnlich ausgeprägt wie nach Cotransfektion 
von hGli3. Dies würde für eine sehr hohe Konzentration oder aber einen starken 
inhibtorischen Effekt auch bei geringer Konzentration von Gli3 sprechen. Es bleibt außerdem 
festzuhalten, dass trotz Repression der Transkription durch Gli3 eine Tumorentstehung 
möglich ist. Das bedeutet gleichzeitig, dass in diesen Tumoren vermutlich andere Faktoren 
für deren Entstehung verantwortlich sind.  
Die in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen bestätigen die Analysen von 
Clement et al. (2007), die zeigen, dass Gli1 mRNA in Glioblastomen überexprimiert wird. Sie 
stehen allerdings im Widerspruch zu den Experimenten von Shahi et al. (2008), die zeigten, 
dass zwar auch Gli1 mRNA, aber vor allem Gli3 mRNA überexprimiert wird. In beiden 
Arbeiten wurde allerdings die Genexpression der Gli-Faktoren und nicht deren Aktivität 
gemessen.  
Es bleibt festzuhalten, dass in den meisten Kulturen Gli1 aktiv ist. Da die Aktivität von Gli1 
Auswirkungen auf die Proliferation und Differenzierung von Zellen hat, ist zu vermuten, dass 
die beobachtete aberrante Aktivität an der Tumorpathogenese beteiligt ist (Übersicht in 
Varjosalo & Taipale 2008). 
In den vorangegangenen Experimenten wurden zwei Zelllinien und 13 Primärkulturen 
verwendet. Es stellte sich nun die Frage, ob ein Unterschied zwischen Zelllinien und 
Glioblastomkulturen hinsichtlich der Aktivität des Hh-Signalweges besteht.  
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Abbildung 18: Vergleich der Luciferaseaktivität von Zelllinien und primären Zellen 
Dargestellt ist die Luciferaseaktivität in % zum Referenzplasmid in Abhängigkeit der verwendeten Zellen. a) Zelllinien b) primäre 
Glioblastomzellen; verwendete Werte: pT81_GliB 42 h außer 18/07 – pT81_GliB 24 h und 01/07 pT109_GliB – 24 h; Steigerung 
und Verminderung gegenüber dem Referenzplasmid signifikant (p < 0,05) 
Wie in Abb. 18 gezeigt, ist bei den verwendeten Zelllinien T98G und 1321N1 eine Erhöhung 
der Luciferaseaktivität festzustellen. Unter den 13 primären Zellen gibt es 6 Kulturen, bei 
denen ein Anstieg der Luciferaseaktivität zu verzeichnen ist. Weitere vier Kulturen zeigen 
eine Abnahme der Luciferaseaktivität gegenüber dem Referenzplasmid. 
Dies zeigt, dass in Zelllinien vermutlich Gli1 aktiv ist. Im Gegensatz dazu zeigen die 
Primärkulturen ein eher heterogenes Ergebnis bezüglich ihrer Gli-Aktivität. Bisher haben sich 
lediglich Becher et al. (2008) mit der Gli-Aktivität in Zelllinien beschäftigt. Ihre Ergebnisse 
zeigen, dass die Transkription über Gli responsible Elemente bei allen der von ihnen 
verwendeten Zelllinien nicht durch exogenes Hh stimuliert werden konnte. Dies würde die 
These einer fehlregulierten Hh-Signaltransduktion in Glioblastomzelllinien stützen. 
Glioblastome können de-novo aus Gliazellen oder aus einem niedrig malignen Astrozytom 
hervorgehen. In diesen Fällen spricht man von einem primären bzw. sekundären 
Glioblastom. Im weiteren Verlauf dieses Kapitels werden beide Arten als Primärtumor 
bezeichnet und nicht weiter unterschieden. Entsteht hingegen aus bereits vorhandenen 
Glioblastomzellen ein neues Glioblastom, ist dies ein Rezidivtumor. Im Folgenden werden 
Primärtumore und Rezidive hinsichtlich der Transkriptionsaktivierung durch Faktoren der Gli-
Familie verglichen. Im Experiment wurden 7 Primärtumore und 6 Rezidive verwendet. Eine 
Übersicht über die Art der Zellen ist in Tabelle 1 unter 3.3 zu finden. Besonderes Augenmerk 
wurde dabei auf die Zellen 01/07 und 28/06 gelegt. In diesem Fall entstand das Rezidiv 
01/07 aus Zellen des Primärtumors 28/06. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt. 
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Abbildung 19: Vergleich der Luciferaseaktivität von Primärtumoren und Rezidiven 
Gezeigt ist die Luciferaseaktivität in % zum Referenzplasmid in Abhängigkeit der verwendeten Zellen. a) Primärtumore b) 
Rezidive; verwendete Werte: pT81_GliB 42h außer 18/07 – pT81_GliB 24 h und 01/07 pT109_GliB 24 h, Steigerung und 
Verminderung gegenüber dem Referenzplasmid signifikant (p < 0,05) 
Wie in der Abbildung dargestellt, gibt es in Primärtumoren nur signifikante Änderungen der 
Luciferaseaktivität. So zeigen vier Proben eine Steigerung und drei Proben eine Minderung 
der Aktivität. Die Messwerte der Rezidive zeigen weniger eindeutige Ergebnisse. Dort ist bei 
der Hälfte der Proben kein signifikanter Unterschied der Luciferaseaktivität zum 
Referenzplasmid mit den mutierten Bindungsstellen zu erkennen. Zwei der Rezidive zeigen 
eine Erhöhung und nur eine Probe eine Abnahme der Aktivität. Auffällig dabei ist, dass die 
vom selben Spender stammenden Proben 28/06 und 01/07 mit 54 % bzw. 64 % 
(24 h-Messung, pT109_GliB), bzw. 55 % und 73 % der Aktivität des Referenzplasmids 
(48 h-Messung, pT109_GliB) ähnliche Ergebnisse zeigen. Dabei sind dies auch zwei der 
insgesamt nur vier vorhandenen Proben mit Verminderung der Aktivität. 
Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die von Gli vermittelte Transkription innerhalb der 
Gruppen der primären Tumore beziehungsweise der Rezidive keine einheitliche Aktivität 
zeigte. Das heißt, es gibt keinen Anhaltspunkt dafür, dass ein Aktivitätszustand speziell 
Rezidiven oder primären Tumoren zugeordnet werden kann. Allerdings lässt die Tatsache, 
dass der Primärtumor und das Rezidiv desselben Spenders ein ähnliches Aktivitätsmuster 
der Luciferase zeigten, die Vermutung zu, dass beide eine ähnliche Aktivität der Gli-Faktoren 
aufweisen. Dies ist insofern wahrscheinlich, da die beiden Tumore vom selben Zellklon 
abstammen und das Rezidiv aus Zellen des primären Tumors entstand. Das zeigt aber auch, 
dass die Entstehung eines Rezidives nicht zwingend Veränderungen in der Aktivität der 
durch Gli vermittelten Transkription benötigt. 
Um diese Vermutungen zu verifizieren, ist es in nachfolgenden Experimenten notwendig, 
eine größere Stichprobe von primären Tumoren und aus ihnen hervorgegangenen Rezidiven 
zu untersuchen. 
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4.5 Gli-Aktivität und Sekretion des Hh-Proteins 
Es stellte sich die Frage, ob eine erhöhte Gli-Reportergen-Aktivität in den Zellen auf eine 
erhöhte Aktivität des Hh-Signalweges hinweist. Dessen Regulation erfolgt über autokrine 
Stimulation durch Sezernieren des Hh-Proteins. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die 
Konzentration an Hh-Protein von der Anzahl der sezernierenden Zellen abhängt. Dafür 
wurden Zellen der Linie T98G, die eine hohe Aktivität von Gli1 zeigten, in unterschiedlichen 
Zelldichten ausgesät und in einem zweiten Experiment in konditioniertem Medium kultiviert. 
Die Ergebnisse zeigen, dass mit steigender Zelldichte die absolute Luciferaseaktivität sowohl 
von pT81_GliB als auch von pT81_GliB_mut zunimmt. Das hat zur Folge, dass die Aktivität 
der einzelnen Zelle konstant bleibt. Mit steigender Dichte und somit höherer Zellzahl nimmt 
also lediglich die absolute Luciferaseaktivität zu. Da dies allerdings auch in den Zellen mit 
pT81_GliB_mut in gleichem Maße der Fall ist, ist, bezogen auf die relative Aktivität, kein 
Unterschied zwischen den einzelnen Zelldichten mehr nachweisbar. Das lässt darauf 
schließen, dass die erhöhte Gli-Aktivität in den Zellen von T98G nicht auf eine erhöhte 
Konzentration von Hh im Medium zurückzuführen ist. Somit erfolgt die Aktivierung des Hh-
Signalweges zumindest in dieser Zelllinie nicht über autokrine Stimulation. 
Diese These wird durch den im Folgenden dargestellten Versuch mit konditioniertem 
Medium bestätigt. Grundlage für dieses Experiment war die Vermutung, dass Hh im Medium 
mit der Zeit akkumuliert und somit den Hh-Signalweg aktivieren kann. Die absolute 
Luciferaseaktivität und somit die Aktivität von Gli1 nahm mit der Zeit der Konditionierung 
sowohl bei den Zellen mit dem Reporterplasmid als auch bei den Zellen, die pT81_GliB_mut 
enthielten, ab. Ursache hierfür könnten die Akkumulation von Stoffwechselprodukten, wie 
z.B. Glutamat, die mit der Zeit der Konditionierung entstehen oder der Verbrauch von 
Nährstoffen im Medium sein. Dies könnte sich negativ auf die Zellvitalität und damit 
Transkriptionsaktivität auswirken. Dennoch zeigten auch hier die Ergebnisse, dass die 
relative Luciferaseaktivität unabhängig von der Zeit der Konditionierung des Mediums ist.  
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Aktivität von Gli1 in Zelllinien möglicherweise 
unabhängig von der Sekretion des Hh-Proteins ist. Dies bestätigt auch die Arbeit von 
Bar et al. (2007), in der mittels qRT-PCR nachgewiesen wurde, dass Hh nicht von allen 
Tumoren, die eine hohe Gli1 Expression zeigten, exprimiert wird. 
Es ist auch denkbar, dass das Hh-Protein wegen seiner kurzen Plasmahalbwertszeit von 
rund einer Stunde nicht akkumuliert und somit keine verstärkte Signaltransduktion stattfindet 
(Pepinsky et al. 2002). Deshalb könnten in weiterführenden Experimenten Messungen zu 
früheren Zeitpunkten durchgeführt und Hh mittels immunhistochemischer Methoden 
nachgewiesen werden. 
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4.6 Effekt von Cyclopamin auf die Gli-Aktivität 
Es ist bekannt, dass Cyclopamin durch Inhibition des Transmembranrezeptors Smo die Hh 
vermittelte Signaltransduktion hemmen kann (Chen et al. 2002). Um den Einfluss von 
Cyclopamin auf die Aktivität der Reportergene zu untersuchen, wurden exemplarisch sechs 
Zellkulturen tranfiziert, mit Cyclopamin behandelt und anschließend die Luciferaseaktivität 
bestimmt.  
Es zeigte sich das Ergebnis, dass lediglich eine Primärkultur mit einer Reduktion der 
Luciferaseaktivität reagierte. Dabei handelte es sich um die Kultur 25/06, die in 
vorangegangenen Versuchen eine stark erhöhte Luciferaseaktivität und damit Aktivität von 
Gli1 zeigte. Das heißt, in diesen Zellen konnte möglicherweise die Aktivität des 
Hh-Signalweges über eine Inhibition von Smo durch Cyclopamin reduziert werden. 
Die überraschenden Ergebnisse zeigten die Zellen der Zelllinie T98G sowie der 
Primärkulturen 30/09 und 37/09. In diesen Zellen konnte in vorangegangenen Experimenten 
eine stark bzw. moderat erhöhte Luciferaseaktivität und damit Aktivität von Gli1 festgestellt 
werden. Nach Zugabe von Cyclopamin zeigten diese jedoch keine Reduktion der 
Luciferaseaktivität. Das heißt, die Aktivität des Transkriptionsfaktors Gli1 konnte nicht durch 
Inhibition des Hh-Signalweges auf der Ebene von Smo beeinflusst werden. 
Diese unterschiedlichen Reaktionen auf Cyclopamin kann man sich erklären, indem man 
verschiedene pathophysiologische Mechanismen der erhöhten durch Gli vermittelten 
Reportergenaktivität diskutiert. Zum einen könnten Mutationen des Ptch Rezeptors dafür 
verantwortlich sein, die vor allem bei Basalzellkarzinomen typisch sind (Li et al. 2010). Dabei 
wird die negative Rückkopplung des Signalweges außer Kraft gesetzt. Weiterhin ist auch 
eine unphysiologisch starke Expression und Sekretion von Hh möglich, wie es in 
Brustkrebszellen beobachtet werden konnte (Cui et al. 2010). In beiden Fällen wäre der 
Ptch-Rezeptor und damit der Signalweg ständig aktiv.  
Eine weitere mögliche Erklärung für die hohe Gli Aktivität ist die verstärkte Expression des 
Gli1 Gens, wie sie z.B. bei der EWS/FLI1 Translokation des Ewing-Sarkoms vorkommt 
(Zwerner et al. 2008). Dadurch würde Gli1 unabhängig von der Aktivität des Signalweges 
exprimiert werden und so in hinreichender Konzentration im Zellkern vorliegen, um die 
Transkription zu aktivieren. Bei einer solchen Mutation würde die Reportergenaktivität von 
Cyclopamin unbeeinflusst bleiben. Weiterhin wäre ein Verlust der Signalwegkomponente 
SuFu denkbar. Dieser Defekt könnte eine Cyclopamin-resistente hohe Aktivität von Gli1 
erklären (Lee et al. 2007; Svard et al. 2006). Denkbar wäre auch eine Mutationen des Smo-
Rezeptors (Yauch et al. 2009), die zwar den Signalweg nicht direkt beeinflussen, aber die 
Bindung von Cyclopamin an den Rezeptor verhindern. In nachfolgenden Experimenten 
könnte überprüft werden, welche Mutationen für eine erhöhte Aktivität des Signalweges 
verantwortlich sind und damit eine Inhibition durch Cyclopamin sinnvoll erscheinen lassen. 
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Auch in den Kulturen mit verminderter Luciferaseaktivität konnte durch Cyclopamin keine 
Reduktion der Aktivität erreicht werden. Da die verminderte Luciferaseaktivität durch die 
Anwesenheit von Gli3 bedingt sein könnte, würde Cyclopamin keinen zusätzlichen 
inhibitorischen Effekt ausüben. 
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass unter Cyclopamin die absolute Luciferaseaktivität 
sowohl bei den mit Reporterplasmiden transfizierten Zellen als auch bei den Zellen, die mit 
den Referenzplasmiden transfiziert wurden, nach 48 h geringer war als nach 24 h. Ursache 
dafür könnte eine verminderte Zellvitalität und daraus folgend geringere Sytheseleistung der 
Zellen sein. Möglicherweise könnte Cyclopamin auch toxisch auf die Zellen wirken, sodass 
diese durch Nekrose zugrunde gehen und bedingt durch die geringere Zellzahl die absolute 
Luciferaseaktivität sinkt. Letztere Überlegung erwies sich jedoch als nicht zutreffend, wie im 
nachfolgenden Kapitel ausführlicher diskutiert wird. 
4.7 Zellvitalität und Proliferation nach Cyclopamingabe 
Aufgrund der Beobachtungen, dass die Zellen nach Cyclopamingabe mit einem Rückgang 
der absoluten Luciferaseaktivität zwischen der 24 h und der 48 h Messung reagierten, 
wurden an ausgewählten Zellen Vitalitäts- und Nekroseassays durchgeführt. Hierfür wurden 
Zellen verwendet, bei denen Cyclopamin keinen Einfluss auf die Aktivität von Gli1 hatte 
(T98G) sowie Zellen, deren Gli Aktivität durch Cyclopamin vermindert wurde (25/06).  
Die Ergebnisse zeigten, dass die ATP-Konzentration bei beiden Zellen nach Zugabe von 
Cyclopamin abnahm. Diese verminderte ATP-Konzentration kann verschiedene Ursachen 
haben. Entweder wird mehr ATP aufgrund von erhöhten Stoffwechselprozessen verbraucht 
oder ATP wird, ebenfalls durch Eingriffe in den Zellstoffwechsel, vermindert produziert. Eine 
weitere Möglichkeit ist eine verringerte Proliferation der Zellen, was ebenfalls eine sinkende 
ATP-Konzentration zur Folge hat. Weiterhin könnte ein Rückgang der Zellvitälität durch 
nekrotische oder apoptotische Effekte Ursache für die gesunkene ATP-Konzentration sein. 
Um zu überprüfen, ob diese Vitalitätsminderung durch zytotoxische Effekte hervor gerufen 
wurde, wurde anschließend ein Nekroseassay durchgeführt. Dieser zeigte keinen 
Unterschied in der LDH-Aktivität im Überstand von Kontrolle und mit Cyclopamin 
behandelten Zellen. Das heißt, Cyclopamin scheint keinen direkten zytotoxischen Effekt auf 
die Zellen zu haben. In der Literatur wird hingegen diskutiert, dass es Apoptose der Zellen 
auslösen kann. Es werden dabei verschiedene Ansätze in Erwägung gezogen. So soll die 
Apoptose durch die Herunterregulation von „B-cell lymphoma protein 2“ (Bcl-2; Wang 
et al. 2010a), dessen Gen im Promotorbereich eine Bindungsstelle für Gli-
Transkriptionsfaktoren besitzt (Bigelow et al. 2004), ausgelöst werden. Gegen diese 
Überlegung spricht allerdings die Beobachtung, dass die ATP-Konzentration auch in den 
Zellen, deren Gli-Aktivität von Cyclopamin unbeeinflusst blieb, abnahm.  
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Ursächlich für die Beeinflussung der ATP-Konzentration der Zellen könnten sein, dass 
Cyclopamin noch andere Angriffspunkte als den Smo Rezeptor hat und über einen bisher 
noch unbekannten Weg die Zellvitalität beeinflusst. Dieser Ansatz wird bereits für Zellen 
Mammakarzinomen diskutiert (Zhang et al. 2009b). Außerdem wäre denkbar, dass 
Cyclopamin zwar Smo inhibiert, dadurch aber noch unbekannte Signalwege aktiviert oder 
inhibiert werden, die letztendlich auch zum programmierten Zelltod oder zu Veränderungen 
im  Zellstoffwechsel führen. 
4.8 Ausblick 
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass in vielen der untersuchten 
Glioblastomkulturen eine transkriptionale Aktivität vorliegt, die auf die Anwesenheit von 
aktiven Mitgliedern der Familie der Gli-Transkriptionsfaktoren schließen lässt. Bei der 
Behandlung mit Cyclopamin, einem Inhibitor des Hh-Signalweges (Chen et al. 2002), konnte 
jedoch nur in einem einzigen Fall eine Beeinflussung der Reportergen-Expression gezeigt 
werden. Zum Anderen wurde deutlich, dass Cyclopamin trotzdem Einfluss auf die Vitalität 
der Tumorzellen hat. Dies lässt die Vermutung zu, dass dieser Inhibitor über bisher 
unbekannte Mechanismen die Vitalität der Tumorzellen beeinflusst. 
Da eine gesteigerte Gli-Aktivität mit der Entstehung und dem Wachstum von Tumoren 
assoziiert wird (Katoh & Katoh 2009) und bereits erste klinische Studien geplant sind, bei 
denen Cyclopamin als Chemotherapeutikum eingesetzt werden soll (Giannis 2009), ist es 
dringlich, die genauen Wirkungsmechanismen aufzudecken und somit eine Schädigung von 






























Der Hh-Signalweg spielt während der Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle, so auch bei 
der Entstehung des zentralen Nervensystems (Varjosalo & Taipale 2008). Andererseits führt 
seine unregulierte Aktivität zur Ausbildung verschiedenster Tumore (Bailey et al. 2009; 
Fiaschi et al. 2009; Shaw et al. 2009; Velcheti & Govindan 2007). Vorausgegangene Studien 
wiesen durch Immunfluoreszenz und real-time qRT-PCR nach, dass auch in Gliomen, 
speziell in Glioblastoma multiforme, dem agressivsten Hirntumor des Menschen, Effektoren 
des Signalweges (Gli1) überexprimiert werden (Wang et al. 2010). Die Aktivierung des 
Signalweges geschieht über Bindung des Hh-Liganden an den Rezeptor Ptch und endet mit 
der Aktiverung der Transkriptionsfaktoren der Gli Familie (Kinzler & Vogelstein 1990; Stone 
et al. 1996). Die aktuell bekannten Vertreter dieser Familie sind der Aktivator der 
Transkription Gli1, Gli2, der als Aktivator und Repressor agieren kann sowie Gli3 und Gli4, 
die die Transkription inhibieren (Marine et al. 1997; Ruppert et al. 1988). Ziel dieser Arbeit 
war es, herauszufinden, inwieweit die Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie in Zellen von 
Glioblastoma multiforme aktiv sind. 
Dafür wurden Zellen aus Tumormaterial isoliert und daraus Primärkulturen hergestellt. In 
diese 13 Primärkulturen, wie auch in zwei Gliom-Zelllinien, wurden mittels transienter 
Transfektion Reporterplasmide eingebracht. Diese enthielten ein Gen der Gaussia-
Luciferase, das unter der Kontrolle zweier verschiedener Promotoren (pT109 und pT81) und 
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Bindungsmotiven für die Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie stand. Weiterhin wurde der 
Einfluss des Inhibitors des Hh-Signalweges, Cyclopamin, auf die Gli-Aktivität und die 
Zellvitalität untersucht. 
Die Beobachtungen ergaben, dass die zwei Zelllinien und sechs der primären Kulturen eine 
erhöhte Luciferaseaktivität und damit gesteigerte Aktivität von Gli1 zeigten. Weiterhin wiesen 
vier Kulturen eine verminderte Luciferaseaktivität auf. Dies ließ darauf schließen, dass in 
diesen Zellen Gli3 aktiv war. In den restlichen vier Kulturen zeigte sich keine Veränderung 
der Luciferaseaktiviät, was für einen Aufhebungseffekt von Gli1 und Gli3 oder gar keinen 
Effekt spricht. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Luciferaseaktivität und damit die 
Aktivität von Gli1 in Zellen der Zelllinie T98G und von vier Primärkulturen nicht durch 
Cyclopamin beeinflusst wird. Lediglich eine Probe der Primärkulturen reagierte mit einer 
Abnahme der Luciferaseaktivität. Außerdem konnte Cyclopamin die ATP-Produktion sowohl 
in Zellen von T98G als auch in Zellen der Zelllinie, deren Gli-Aktivität durch Cyclopamin 
vermindert wurde, senken. Dies sprach für eine Smo unabhängige Wirkung des 
Cyclopamins.  
Es bleibt festzuhalten, dass sowohl eine Aktivität von Gli1, also eine Aktivierung der 
Transkription, als auch eine Aktivität von Gli3 mit einer Repression der Transkription durch 
die Reportergene detektiert werden konnten. Ferner wurde gezeigt, dass Cyclopamin auch 
ohne Inhibition der Gli-Aktivität einen Einfluss auf die Zellvitalität hat. Da Cyclopamin ein 
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